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RESUME 
«Exploration des changements de la permeabilite microvasculaire dans le tissu 
adipeux du modele de rat Zucker obese» 
Departements de medecine, physiologie et pharmacologie 
Universite de Sherbrooke 
Memoire presente a la Faculte de medecine et des sciences de la sante, en vue de 
l'obtention du grade de Maitre es science (M.Sc.) en Pharmacologie. 
Karine Deschesne, Janvier 2008 
A l'heure actuelle, l'obesite est une pathologie qui prend de l'ampleur. Elle est 
associee a maintes pathologies, dont la resistance a l'insuline et la dysfonction 
endotheliale. Selon les lits vasculaires, les impacts de ces phenomenes peuvent avoir 
des consequences physiologiques importantes. Precedemment, nous avons demontre 
qu'il y avait une augmentation de 30 a 50% de la permeabilite endotheliale dans le 
muscle strie du modele de rat Zucker obese. 
Pour sa part, le tissu adipeux est unique de par ses fonctions metaboliques, endocrines 
et sa microcirculation. Trois facteurs impliques dans le controle de la microcirculation 
et de la permeabilite vasculaire dans ce tissu nous ont interesses: le facteur de 
croissance de l'endothelium vasculaire, la NO synthetase endotheliale et 
l'angiotensine II via son recepteur de type 1. 
Tout d'abord, le VEGF est reconnu pour augmenter 1'angiogenese et la permeabilite 
vasculaire. La eNOS est une enzyme qui produit le NO a partir de la L-arginine. En 
dehors de son role classique de vasorelaxation, le NO stimule l'expression du VEGF 
et parallelement, le VEGF active la production de NO : il y a done synergie entre ces 
deux facteurs. L'angiotensine 11 est un peptide qui engendre une forte 
vasoconstriction, via son recepteur ATjR. 
Notre hypothese de recherche est que la microcirculation du tissu adipeux possede un 
role primordial dans Pobesite, etant donne que celui-ci tient une place importante sur 
le plan metabolique et endocrinien. Nos objectifs ont consiste a evaluer s'il y avait des 
changements dans la permeabilite endothelial chez le rat Zucker obese par la 
methode du Bleu d'Evans, par des mesures de l'expression des trois facteurs etudies 
(Western et qRT-PCR) et par l'observation en microscopie electronique des 
caracteristiques morphologiques des cellules endotheliales, dans les divers types de 
tissus adipeux (sous-cutane, retroperitoneal et epididymique). 
Nos resultats ont demontre qu'il existe une grande heterogeneite dans la permeabilite 
des divers sous-types de tissu adipeux. Contrairement aux autres organes, cette 
permeabilite est majoritairement a la baisse. De plus, nos experiences ont permis 
d'observer plusieurs changements significatifs dans l'expression proteique de la 
eNOS, de 1'ATjR et du VEGF A et ceci, principalement dans le tissu adipeux sous-
cutane. Les changements proteiques de ces trois facteurs ne correlent pas exactement 
avec les changements de permeabilite observes avec le Bleu d'Evans, ce qui nous 
permet d'affirmer que la regulation de la permeabilite vasculaire est regulee par une 
myriade d'autres facteurs. D'autre part, les resultats preliminaires obtenus en 
microscopie electronique ne nous ont pas permis d'identifier de changements 
marquants au niveau de la morphologie des cellules endotheliales. Ceci suggere que 
les changements de permeabilite ne sont pas la consequence de changements 
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morphologiques, mais plutot fonctionnels et en relation avec differents facteurs 
vasoactifs. 
En somme, nos resultats ont permis d'etablir qu'il y a une grande heterogeneite entre 
les divers sous-types de tissu adipeux, au point de vue de la permeabilite et de 
1'expression de certains facteurs vasoactifs. De plus, ces experiences nous ont 
demontre que le controle de la permeabilite vasculaire est un phenomene tres 
complexe qui implique une multitude de phenomenes. La comprehension de ces 
derniers [phenomenes] dans le tissu adipeux pourrait permettre l'elaboration de 
traitements ayant la capacite de limiter l'expansion de ce tissu en diminuant sa 
permeabilite vasculaire, ceci afin de restreindre les effets nefastes lies a l'obesite. 
Mots cles : tissu adipeux, microcirculation, permeabilite vasculaire, oxyde nitrique 
synthetase type III, facteur de croissance endothelial vasculaire de type A 
1 
1 INTRODUCTION 
1.1 Obesite 
1.1.1 Epidemiologic 
L'obesite est un probleme de sante publique qui prend de l'ampleur depuis deja 
quelques annees et rivalise avec la consommation de tabac comme cause de deces 
premature (LE PETIT, 2006). L'obesite est definie, selon l'Organisation Mondiale de la 
Sante (OMS, 1997), comme etant une maladie ou l'accumulation excessive de masse 
grasse a des effets indesirables sur la sante. La mesure couramment utilisee pour 
identifier l'obesite est l'indice de masse corporelle (IMC), obtenu en divisant le poids 
(kg) par la taille mise au carre (m2). Basee sur 1'IMC, une classification a ete elaboree 
mettant en relation le poids et le risque pour la sante (tableau 1). 
TABLEAU 1 : Classification des adultes en fonction de 1'IMC 
IMC 
Risque pour 
Categorie Fourchette la sante 
insuffisance ponderate «18,5 Accru 
Poids norma! de 18,5 a 24.9 Moind'e 
Embonpoint de 25,0 a 29 9 Accru 
Obesite de dasse) de 30,0 a 34.9 Eleve 
Obesite declasse II de 35,0 a 39.9 Treseieve 
Obes.te de classe III >40 0 Exttemement eleve 
(tire de TJEPKEMA, 2006) 
«Selon les donnees de l'enquete sur la sante dans les collectivites canadiennes de 
2004, 23,1% des Canadiens de 18 ans et plus, soit environ 5,5 millions d'adultes, [...] 
etaient obeses.» (TJEPKEMA, 2006). Entre 1978 et 2004, la proportion de gens obeses 
ages entre 25 et 34 ans est passee de 8,5% a 20,5%, ce qui represente une 
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augmentation de plus du double (TJEPKEMA, 2006). Cette augmentation de la 
prevalence de l'obesite est observee partout dans le monde autant dans les pays 
industrialises que dans les pays en developpement, atteignant quasiment des niveaux 
epidemiques. Le plus inquietant reste que ce probleme progresse rapidement chez 
l'enfant (OMS, 1997). Cela aura des consequences importantes dans le futur, etant 
donne que pres du deux tiers des enfants obeses resteront obeses a Page adulte, ce qui 
entraine 1'apparition de troubles associes au surpoids. (WHJTAKER, WRIGHT et ah, 
1997). 
1.1.2 Pathologies associees 
L'obesite est un facteur de risque pour de multiples pathologies, telles le diabete de 
type 2, les maladies cardiovasculaires, Phypertension et des problemes 
psychologiques (TJEPKEMA, 2006). Plusieurs etudes au cours des dernieres annees ont 
demontre qu'il y avait une correlation entre l'obesite et le risque de presenter un 
diabete de type 2 (COLLINS, DOWSE et ah, 1994) (HARTZ, RUPLEY et ah, 1983). 
Certaines etudes vont jusqu'a conclure que le risque augmente continuellement avec 
1TMC et qu'une perte de poids pourrait diminuer les chances de developper une 
pathologie associee (OMS, 1997). L'obesite est egalement un facteur de 
predisposition a Phypertension arterielle, au diabete, a la cardiopathie coronarienne et 
a Paccident vasculaire cerebral (tableau 2) (OMS, 1997). Aussi, depuis quelques 
annees, un nouveau syndrome fut associe a l'obesite : le syndrome metabolique. Ce 
dernier correspond a un etat de resistance a Pinsuline accompagne de plusieurs 
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facteurs de risque de maladies cardiovasculaires. Ces facteurs sont l'obesite 
abdominale, l'intolerance au glucose, l'hypertension et la dyslipidemie; chacun 
contribuant aux anomalies metaboliques et vasculaires (JOHNSON et WEINSTOCK, 
2006). L'obesite, a elle seule, entraine l'apparition precoce des maladies mentionnees 
ci-haut et ainsi, diminue la qualite de vie des gens qui souffrent de surpoids. De plus, 
la localisation de l'accumulation de la graisse est un facteur important dans les risques 
associes a l'obesite (WAJCHENBERG, 2000). 
TABLEAU 2 : Prevalence de l'hypertension, du diabete et de la maladie cardiaque, 
selon la categorie d'lMC chez Padulte (plus de 18 ans) vivant au Canada 
Catigori* cl'IMC (iourch*ttf-) 
Hypertens on 
= oids'Drr?. ;Je *S.: = lift 
znvs&3x\: &:>:!:•: rate's 
i>e2:.Ca2S.9: 
Zoez-ii, •: 5s&e I : it :S" » 3S S,i 
^oids'DT? ,±:'h- ?24.4: 
(oe2E.Ca2*.2. 
"ses;l"j. o ?.:se ;se 3C< T a 34.6 
Si>es-I~. :'.a2Z~i ft •  11> 35.3; 
Mala#e cardiaque 
^DidS^OTf ;* : '&. : 5 24.5. 
E^£':'f'0!n".i"£5'ii':c<8tie"; 
ioe 2E:C a 2iX 
;;&et.ii. cf.;se ;;e -C-' a 34,9' 
Cs<este. nassss ; ; i t I i>3:.C; 
Source Ces cionnees: E,4QU?J* SI.*.* '.» rai^ -? rJ«»5 r « rt;i'?:i],"rf: 
" '.-'s-icu' s^i'Vaiwrrcfii? rf.ife>c.".!r Sf rsiliii'a'ic.*; pew.'? ocrf' r?r,*;i5.' 
:p < C..-J5.-. 
E C??fto?,i: ac t^vstic.-: icucf i ir.'se it-.: h ?r 33.? % -r.tez'te' -3>'f ? 
p'l'oeiice.'. 
Ho rimes 
et fenmes Honmes Femmes 
I:.P 
23 "' 
3!.I* 
I ; P 
1 - f . 
4,3* 
I S * 
14,1*6 
a ?* E 
(Wn? de TJEPKEMA, 2006) 
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1.1.3 Types d'obesite 
L'obesite peut etre divisee en deux sous-types selon la localisation des graisses, soit 
l'obesite gynoi'de et l'obesite androi'de. L'obesite gynoi'de correspond a une 
accumulation des graisses en peripheric des membres, particulierement au niveau des 
cuisses. Cette obesite est aussi appelee de type poire et elle est principalement 
retrouvee chez les femmes. L'accumulation de graisses se fait au niveau du tissu 
adipeux sous-cutane essentiellement. 
L'obesite androi'de, quant a elle, est caracterisee par une accumulation de graisses 
preferentiellement a la region abdominale. Ce type d'obesite, aussi nomme de type 
pomme, est plus souvent observe chez les hommes (OMS, 1997). L'obesite androi'de 
est beaucoup plus nocive que l'obesite gynoi'de, car l'accumulation des graisses se fait 
de facon predominate dans le tissu adipeux intra-abdominal, tissu metaboliquement 
plus actif que le tissu adipeux sous-cutane. (JOHNSON et WEINSTOCK, 2006). Par 
consequent, c'est majoritairement avec ce type d'obesite que Ton retrouve les 
differentes pathologies decrites precedemment. 
1.2 Tissu adipeux 
Tous les mammiferes sans exception et certaines autres especes animales, comme les 
oiseaux, possedent du tissu adipeux, permettant l'entreposage de lipides comme 
source d'energie (HAUSMAN, DIGIROLAMO etal, 2001). 
1.2.1 Generality 
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Depuis deja quelques decennies, le tissu adipeux est un organe ayant pris de la 
popularite comme sujet de recherche. Les differents resultats obtenus par maints 
groupes de recherche et l'avancement dans le domaine de la biologie moleculaire ont 
permis d'attribuer au tissu adipeux de nouveaux roles metaboliques. Ainsi, ce tissu 
n'est maintenant plus uniquement considere comme un site d'entreposage des graisses 
(AVRAM, AVRAM et al, 2005). Chez un homme de poids normal, la masse grasse 
correspond a environ 9 a 18% de la masse corporelle totale, tandis que chez la femme, 
le pourcentage est legerement plus eleve (14-28%). Dans des situations extremes, ces 
valeurs peuvent atteindre des seuils de 2 a 3% chez des athletes extremement muscles 
et 60 a 70% chez des individus atteints d'obesite morbide (HAUSMAN, DIGIROLAMO et 
al, 2001). 
1.2.2 Distribution du tissu adipeux 
La nomenclature des differents depots graisseux se fait selon leur localisation (figure 
1). Les deux grandes classes de tissus adipeux sont le tissu adipeux (TA) sous-cutane 
et le tissu adipeux intra-abdominal, parfois aussi appele TA visceral (AVRAM, AVRAM 
e/a/., 2005). 
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Tissu adipeux (TA) 
Tissu adipeux sous-
cutane (TA SC) 
Tissu adipeux intra-
abdominal 
Tissu adipeux intra-
peritoneal (visceral) 
Tissu adipeux retro-
peritoneal (TA RP) 
Tissu adipeux pen 
gonariique 
_ l _ 
Tissu adipeux 
mesentenquc (TA M) 
Tissu adipeux 
penrenal(TA PR) 
Tissu adipeux 
ovanen (femme) 
Tissu adipeux 
epiplo'ique (TA OM) Tissu adipeux epididymique (TA epi) 
ihomme) 
FIGURE 1 : Classification des differents types de depots graisseux 
Classification de la nomenclature pour les differents types de depots graisseux, ainsi 
que les abreviations utilisees dans ce projet de maitrise. 
1.2.2.1 Tissu adipeux sous-cutane 
II est maintenant reconnu que le tissu adipeux sous-cutane (TA SC) fait partie 
integrante des composantes de la peau (AVRAM, AVRAM et ah, 2005). Ce tissu adipeux 
correspond aux depots de graisses qui se retrouvent directement sous le derme. Le TA 
SC peut etre subdivise en deux sous-types : le TA SC superficiel, directement sous le 
derme, et le TA SC profond, entre le TA SC superficiel et le muscle (AVRAM, AVRAM 
et ah, 2005). Chez le rongeur, il y a deux depots sous-cutanes principaux : l'anterieur 
et le posterieur. Le depot anterieur est celui qui part de la base des membres avant, 
recouvrant la region dorsale pres des omoplates, tandis que le depot posterieur est 
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localise a la base des membres posterieurs, du pubis au fessier et jusqu'a la region 
lombaire (CINTI, 2005). Chez l'homme, une etude effectuee aupres de 130 individus a 
demontre que les femmes de moins de 60 ans ont une accumulation de graisses 
predominate au niveau du tissu adipeux sous-cutane de la region abdominale autant 
chez les femmes minces que chez les obeses. En effet, le ratio du TA SC abdominal 
sur le TA visceral est de deux a trois fois plus eleve chez la jeune femme que chez le 
jeune homme (ENZI, GASPARO et al, 1986). 
1.2.2.2 Tissu adipeux intra-abdominal 
Le tissu adipeux intra-abdominal comprend tous les depots graisseux qui se retrouvent 
dans la cavite abdominale. II englobe le tissu adipeux intraperitoneal, couramment 
nomme visceral et le tissu adipeux retroperitoneal. Ces derniers sont separes par la 
surface inferieure des intestins et la surface superieure des reins. II contient egalement 
le tissu adipeux perigonadique (WAJCHENBERG, 2000). II faut rester vigilant, car selon 
les auteurs, la nomenclature «tissu adipeux visceral» peut correspondre soit aux TA 
intra-abdominal soit plus specifiquement au TA intraperitoneal. Le TA intra-
abdominal, en comparaison avec le TA SC, possede un nombre plus important 
d'adipocytes par unite de masse, ainsi qu'une vascularisation et une lipolyse plus 
importantes, le rendant plus vulnerable aux changements dans l'entreposage des 
lipides (OMS, 1997). II existe des differences majeures dans le metabolisme des 
divers tissus intra-abdominaux tant au niveau du debit sanguin qu'au niveau de leurs 
capacites proliferatives (tableau 3) (HAUSMAN, DIGIROLAMO et al, 2001). 
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TABLEAU 3 : Differences regionales des divers tissus adipeux 
U-pji L'hi.trl' ,< FiiM'fcutu- c,,'.tb ».-.LiUi 
<-»} j it. - lu-ji-iti j|<h. Inriervati<x> 
F»1 Fvt* i l Furiin ,..r ,vh I >|i-i| UoH (tensity 
M~.~rttHi •* + •* - i-i--t + + + + + + + + + + + 
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h~ll ' . M i l ' !•- -li •+ + -»- + + + - H - +•+ +- f 
hli j ' l l l f^l 4- + + - t + + + + 
(tire de : HAUSMAN, DIGIROLAMO et al, 2001) 
1.2.2.2.1 Tissu adipeux intraperitoneal 
Chez l'humain, le tissu adipeux intraperitoneal est le tissu majoritaire dans la 
composition du TA intra-abdominal, il correspond a 10 a 15% de la masse grasse 
totale (DESPRes, DALLONGEVILLE et al, 2007). II comprend deux sous-types de tissus 
adipeux, le TA mesenterique (TA M) et le TA epiploi'que ou omental (TA OM) 
(AVRAM, AVRAM et al, 2005). Le TA M est situe entre les anses de l'intestin, tandis 
que le TA OM est le tissu adipeux du tablier graisseux du grand epiploon, attache a 
Pestomac, recouvrant les intestins (figure 2). Les adipocytes du TA M ont une plus 
petite taille, mais ils metabolisent le glucose a un taux superieur par rapport aux 
adipocytes des autres depots graisseux (HAUSMAN, DIGIROLAMO et al, 2001). Par 
contre, chez les rongeurs, la proportion du tissu adipeux epiploi'que est beaucoup 
moindre que chez l'homme (CINTI, 2005). 
La caracteristique majeure qui differencie le tissu adipeux visceral de tous les autres 
sous-types est qu'il est l'unique tissu adipeux a se drainer directement dans la veine 
porte, veine qui apporte le sang au foie pour etre epure (figure 3) (JOHNSON et 
WEINSTOCK, 2006). De plus, le tissu adipeux visceral est un tissu metaboliquement 
plus actif que le tissu adipeux sous-cutane, car les niveaux d'activite de la lipolyse y 
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sont plus eleves dans les adipocytes epiploiques et mesenteriques; ceci contribue a 
1'augmentation des niveaux d'acides gras libres dans la circulation systemique. C'est 
egalement pour cette raison que le tissu adipeux visceral est plus sensible a une 
reduction du poids que le tissu adipeux sous-cutane (WAJCHENBERG, 2000). 
© 2003 Encyclopedia Britannioa, Inc. 
FIGURE 2 : Tissu adipeux mesenterique et epiploi'que 
a) Le tissu adipeux mesenterique (TA M) est le depot qui se retrouve entre les anses 
de l'intestin. b) Le tissu adipeux epiploi'que (TA OM) correspond au grand epiploon 
qui est lie a l'estomac et qui recouvre les intestins. 
(adaptee de : b) http://www.britannica.com/eb/art-68663/The-abdominal-organs-are-
supported-and-protected-bv-the-bones, 2007/08/20) 
Chez l'humain, la proportion de tissu adipeux visceral augmente considerablement 
avec l'age dans les deux sexes, independamment du poids de la personne. Par ailleurs, 
cette augmentation est plus importante chez l'homme que chez la femme 
(WAJCHENBERG, 2000). Cette observation est concrete, chez la femme, a partir de l'age 
de 60 ans. C'est a cet age que le ratio TA SC / TA visceral diminue remarquablement 
et ce, jusqu'a passer d'une silhouette gynoi'de a une silhouette androi'de (ENZI, 
GASPARO et al, 1986). 
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Foie 
Veine porte 
FIGURE 3 : Relation anatomique entre le tissu adipeux visceral et la veine porte 
Le tissu adipeux visceral, ou intraperitoneal, c'est-a-dire le tissu adipeux epiploi'que 
(TA OM) et mesenterique, draine directement dans la veine porte qui mene au foie. 
(modifie de http://fr.wikipedia.org/wiki/Veine porte, 2007/02/12) 
1.2.2.2.2 Tissu adipeux retroperitoneal 
Le tissu adipeux retroperitoneal (RP) se situe au fond de la cavite abdominale, sous 
les visceres et en bordure de la colonne vertebrale. II est generalement constitue 
essentiellement de tissu adipeux blanc (CINTI, 2005). Chez l'humain, le tissu adipeux 
retroperitoneal represente une part minime du volume de tissu adipeux present dans 
les depots graisseux intra-abdominaux; proportion equivalente a environ un quart de 
ces depots (WAJCHENBERG, 2000). Le tissu adipeux retroperitoneal possede des 
caracteristiques metaboliques semblables a celles du tissu adipeux sous-cutane, etant 
tout deux des tissus adipeux qui ne drainent pas dans la veine porte (DESPRES, 
MOORJANI et al., 1990). Le TA RP se draine en effet dans la veine cave inf6rieure 
(SHEN, WANG et al, 2003). Le TA RP inclut aussi la partie adjacente aux reins (tissu 
adipeux perirenal). Les tissus adipeux retroperitoneal et perirenal sont separes l'un de 
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l'autre par un pli peritoneal, ce qui permet de bien les separer lors de la dissection 
(CINTI, 2005) (figure 4). La proximite du TA perirenal au rein, organe d'epuratiori du 
sang, pourrait suggerer des caracteristiques distinctes de ce sous-type de TA. 
FIGURE 4 : Tissu adipeux retroperitoneal et perirenal 
Le tissu adipeux retroperitoneal (RP) est le tissu adipeux qui se retrouve au fond de la 
cavite abdominale, et la partie entourant le rein est delimitee par un pli peritoneal, ce 
qui permet de le separer du tissu adipeux RP et ainsi, il est nomme perirenal (PR). 
1.2.2.2.3 Tissu adipeux perigonadique 
Le tissu adipeux perigonadique se concentre pres des organes genitaux males ou 
femelles. Chez les males, ce depot graisseux est nomme epididymique et il est bien 
circonscrit. II enveloppe et limite les epididymes par un feuillet peritoneal. Cependant, 
chez la femelle, le tissu adipeux perigonadique est plus etendu puisqu'il enveloppe les 
ovaires, l'uterus et la vessie (CINTI, 2005). 
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1.2.3 Tissu adipeux blanc versus brun 
Tous les tissus adipeux presentes ci-dessus sont composes de deux types de tissus 
adipeux : le tissu adipeux blanc et le tissu adipeux brun en proportion distincte. Done, 
la couleur de chacun des tissus depend du ratio entre le nombre d'adipocytes blancs et 
d'adipocytes bruns (AVRAM, AVRAM et al, 2005). Selon le type d'adipocytes 
predominant, le tissu aura une teinte plutot blanchatre, tirant vers le jaune / ivoire, ou 
brunatre. Leurs fonctions metaboliques sont aussi differentes (voir section 1.2.5). 
Plusieurs facteurs determinent la composition cellulaire du tissu adipeux, tels que 
Page, Pespece et les conditions environnementales et alimentaires (CINTI, 2005). Chez 
l'humain, le developpement du tissu adipeux brun debute a la vingtieme semaine de 
gestation et se poursuit jusqu'a quelques jours suivant la naissance, pour atteindre 
environ 1% de la masse corporelle totale (AVRAM, AVRAM et al, 2005). Le tissu 
adipeux sous-cutane est constitue principalement d'adipocytes blancs et ce, 
independamment de Page. Par contre, pour le tissu adipeux intra-abdominal chez 
l'enfant, il est compose majoritairement d'adipocytes bruns, mais au cours des annees, 
ces adipocytes tendent a disparaitre. A Page adulte, seulement quelques adipocytes 
bruns isoles sont retrouves (LEAN, 1989). Au contraire, chez les petits mammiferes, 
comme les rongeurs, le tissu adipeux brun est present tout au long de leur existence, 
bien qu'en general, le nombre d'adipocytes bruns tend aussi a diminuer avec l'age 
(AVRAM, AVRAM et al, 2005; CINTI, 2005). Chez les souris et les rats adultes, le tissu 
adipeux brun est visible macroscopiquement dans le tissu adipeux sous-cutane 
anterieur, dans le tissu du mediastin et dans les depots perirenaux. En microscopie, 
des adipocytes bruns sont presents dans le TA SC posterieur, dans la region peri-
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ovarienne et dans le tissu adipeux retroperitoneal (CINTI, 2005). Chez l'humain adulte, 
les sites ou Ton retrouve des adipocytes bruns sont principalement le long des 
vertebres dorsales et cervicales et dans la region perirenale (LEAN, 1989). 
1.2.4 Histologic du tissu adipeux 
L'etude histologique du tissu adipeux a demontre que les adipocytes matures 
correspondaient environ au tiers de sa composition. Les deux autres tiers sont 
composes de petits vaisseaux sanguins, nerfs, fibroblastes, pre-adipocytes et cellules 
du systeme immunitaire. (AVRAM, AVRAM et al, 2005) (figure 5). 
Adipocyte ^ ^ 
mature -» 
Tissu conjonctif et 
fibroblastes • 
* .' ,Jk\ -
* * A rA 
9
 I ICapillairesI f 
(x750) 
FIGURE 5 : Histologic du tissu adipeux 
Le tissu adipeux est compose de divers types cellulaires comme les adipocytes, les 
cellules endotheliales, le tissu conjonctif, les fibroblastes, les pre-adipocytes et les 
macrophages. 
(adaptee de: 
http://homepage.mac.eom/danielbalas/HlSTOLOGIE/HISTGENE/histsetil/histgen3/h 
istsen3.htm, 2007/02/08) 
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1.2.4.1 Adipocytes 
Tel que discute precedemment, la principale caracteristique qui distingue le TA blanc 
du brun est la variete d'adipocytes qui le compose. 
Les adipocytes blancs sont uniloculaires et a maturite, ils peuvent atteindre entre 30 et 
70 urn de diametre. Leur volume est majoritairement occupe par une enclave lipidique 
ne laissant qu'un mince espace pour le cytoplasme et le noyau (CINTI, 2005). La 
fonction principale de l'adipocyte blanc est l'entreposage et la repartition des acides 
gras selon le niveau de depense energetique (ClNTl, 2005). Lorsque la balance 
energetique est positive, les adipocytes blancs vont prendre du volume (hypertrophic), 
mais il y a un volume maximal que les cellules peuvent atteindre. Par contre, les 
adipocytes ont la capacite de proliferer et ainsi, il y a augmentation du nombre de 
cellules (hyperplasie) (AVRAM, AVRAM et al, 2005; CINTI, 2005). 
Pour leur part, les adipocytes bruns sont multiloculaires parce qu'ils possedent 
plusieurs petites enclaves lipidiques. Ainsi, la cellule est de forme polygonale et le 
noyau de l'adipocyte est centre. La taille de l'adipocyte brun mature est entre 20 et 40 
urn, ce qui est en deca de la taille des adipocytes blancs (AVRAM, AVRAM et al, 2005). 
Les adipocytes bruns possedent aussi un grand nombre de mitochondries pourvues de 
la proteine decouplante (UCP1) d'ou decoule leur fonction principale de produire de 
la chaleur (voir section 1.2.5.3) (CINTI, 2005). 
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TABLEAU 4 : Comparaison entre les adipocytes blancs et les adipocytes bruns 
Caracteristiques 
Apparence 
Forme 
Taille 
Enclaves 
lipidiques 
Cytoplasme 
Noyau 
Mitochondries 
Fonction 
principale 
Adipocyte blanc Adipocyte brim 
3 \.S ."; '.,,- \ 
Modifiee : 
http://mapageweb.umontreal .ca/cabanat/bio2412/Chapitre3 .html 
Spherique 
30 a 70 urn 
Uniloculaire, mais occupant la 
majeure partie de la cellule 
En peripheric de la cellule, une 
mince bande 
Contre la membrane de la 
cellule 
Normales 
Entreposage et distribution des 
acides gras 
Production d'adipokines et de 
differents facteurs hormonaux 
Polygonale 
20 a 40 u.m 
Multiloculaire, de petite taille 
Autour des organelles 
Centre dans l'adipocyte 
Nombreuses et possedant la 
proteine UCP1 
Production de chaleur 
1.2.4.2 Cellules endothelials 
Les cellules endothelials composent la tunique interne de l'ensemble du reseau 
vasculaire. Par ailleurs, c'est l'unique type cellulaire present dans les capillaires qui 
sont les plus petits vaisseaux du reseau vasculaire. L'endothelium est semi-permeable 
et permet les echanges de molecules entre la circulation sanguine et l'espace 
interstitiel (GALLEY et WEBSTER, 2004). Tous les tissus necessitent la presence d'un 
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reseau microcirculatoire afin de permettre a leurs cellules d'avoir acces aux 
nutriments et d'eliminer les dechets qui ont ete produits. Que ce soit le tissu adipeux 
brun ou le tissu adipeux blanc, les deux sont bien vascularises. Toutefois, le tissu 
adipeux brun est plus vascularise que le blanc (CINTI, 2005). Chacun des adipocytes 
du tissu adipeux est relie a un minimum d'un capillaire, permettant les echanges entre 
la circulation sanguine et l'adipocyte (AVRAM, AVRAM et al, 2005). 
Le passage selectif des molecules d'un cote a l'autre des cellules endothelials 
s'effectue via quatre voies distinctes: diffusion directe, diffusion via la fente 
intercellulaire, diffusion via un pore et transport via des vesicules de transcytose ou 
caveole (figure 6). 
FIGURE 6 : Quatre voies de passage a trovers I'endothelium 
Les molecules peuvent utiliser quatre mecanismes de transport afin de traverser la 
barriere capillaire: la diffusion directe, la diffusion via la fente intercellulaire, la 
diffusion via un pore ou le transport via une vesicule de transcytose telle qu'une 
caveole. La diffusion a travers le pore est presente uniquement dans les capillaires 
fenestras. 
(tiree de : MARIEB, 1999) 
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Meme si les cellules endotheliales sont unies via une jonction serree, cette jonction est 
souvent partielle et laisse un espace appele fente intercellulaire (MARIEB, 1999). Ces 
fentes permettent le passage paracellulaire d'ions, d'eau et de certaines 
macromolecules (GALLEY et WEBSTER, 2004). Maintes vesicules existent, permettant 
le transport transcellulaire de liquides et de diverses molecules (MARIEB, 1999). Une 
de ces vesicules est la caveole qui consiste en une invagination de la membrane 
cellulaire au niveau des radeaux lipidiques. Les caveoles se distinguent des autres 
types de vesicules par la presence de la proteine caveoline-1 a sa surface (GALLEY et 
WEBSTER, 2004). Les caveoles permettent le transport transcellulaire de molecules 
telles que l'albumine, le cholesterol, les acides gras et le calcium (figure 7) 
(ANDERSON, 1998). 
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FIGURE 1 : Le transport via les caveoles 
Les differentes molecules transporters via les caveoles et leurs destinations. 
(modiflee de : ANDERSON, 1998) 
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1.2.4.3 Autres types cellulaires presents dans le tissu adipeux 
A l'interieur du tissu adipeux, il est possible de retrouver d'autres types cellulaires 
que des adipocytes et des cellules endotheliales. Le tissu adipeux est un organe dote 
de nerfs de differentes tailles. Les plus petits nerfs sont moins myelinises que les plus 
gros et possedent un grand nombre de fibres noradrenergiques. Les nerfs plus gros 
contiennent des fibres noradrenergiques, mais egalement des fibres immunoreactives 
pour certains neuropeptides tels que le neuropeptide Y et la substance P (CINTI, 2005). 
Par ailleurs, le tissu adipeux contient des cellules precurseurs d'adipocytes, egalement 
nominees pre-adipocytes. Ces cellules permettent l'adipogenese (du pre-adipocyte a 
l'adipocyte mature) a tous les stades de la vie (AVRAM, AVRAM et al, 2005). De 
surcroit, la presence de macrophages et de monocytes dans le tissu adipeux est 
proportionnelle a la grosseur des adipocytes, car les adipocytes secretent des proteines 
qui servent au recrutement de ces cellules (AILHAUD, 2006). 
1.2.5 Fonctions du tissu adipeux 
Le tissu adipeux a plusieurs roles, le premier identifie etant la fonction d'entreposage 
des lipides. Cependant, d'autres fonctions lui ont ete attributes avec les annees, telles 
des fonctions endocrines (AVRAM, AVRAM et al, 2005). 
1.2.5.1 Fonction d'entreposage 
Les adipocytes, qu'ils soient bruns ou blancs, ont la capacite d'entreposer et de 
relacher les acides gras. Par contre, le tissu adipeux blanc est le principal a exercer 
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cette fonction (CINTI, 2005). Suite a un repas, les lipides sont hydrolyses en acides 
gras libres par la lipoproteine lipase. Cette enzyme est synthetisee par Padipocyte, 
mais elle rejoint la surface des cellules endothelials afin d'agir. Une fois les acides 
gras libres en circulation, ils peuvent entrer dans la cellule adipeuse et etre 
emmagasines en triglycerides dans les gouttelettes lipidiques (AVRAM, AVRAM et al, 
2005; BORON et BOULPAEP, 2005). 
€' Elsevier Ltd. Boron & Boulpaep: Medical Physiology, Updated Edition wmv.studentconsultcom 
FIGURE 8 : Metabolisme des lipides et du glucose via les adipocytes 
L'entreposage et la relache des triglycerides dans les vesicules lipidiques des 
adipocytes sont rendus possibles via la lipogenese (acides gras libres en triglycerides), 
la lipolyse (triglycerides en acides gras libres) et la glycolyse (glucose en pyruvate). 
(tiree de : BORON et BOULPAEP, 2005) 
Dans le cas d'une balance energetique negative, la reaction inverse se produit, le tissu 
adipeux libere des acides gras et du glycerol par la lipolyse. Ainsi, les cellules des 
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differents organes ont continuellement acces aux lipides, essentiels a leur respiration 
aerobie (MARIEB, 1999). De plus, le tissu adipeux peut egalement metaboliser le 
glucose via la glycolyse (figure 8) (AVRAM, AVRAM et ah, 2005). 
1.2.5.2 Fonctions endocriniennes 
Les adipocytes sont des cellules secretrices de proteines qui portent le nom 
d'adipokines et qui possedent des actions diverses (figure 9). Le nombre d'adipokines 
documente a ce jour depasse amplement la cinquantaine. Le terme adipokine n'est pas 
specifique aux cytokines classiques produites par les adipocytes, il inclut egalement 
des facteurs de croissance et d'autres proteines impliquees dans l'homeostasie 
vasculaire, le metabolisme lipidique et du glucose ainsi que dans l'immunite 
(TRAYHURN et WOOD, 2004). 
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FIGURE 9 : Phenomenes modules par les differentes adipokines 
Les adipocytes ont des fonctions endocrines avec un vaste eventail d'actions. Les 
adipokines peuvent agir de facon autocrine, paracrine ou endocrine. 
(liree de : TRAYHURN et WOOD, 2004) 
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Les adipocytes blancs sont les principales cellules adipeuses a secreter des adipokines, 
mais la leptine et Padiponectine peuvent egalement etre secretees par les adipocytes 
bruns (TRAYHURN, 2005). Le tissu adipeux sous-cutane et le tissu adipeux visceral 
n'ayant pas la meme localisation dans le corps ni la meme fonction, ils ne secretent 
pas exactement les memes quantites de facteurs (tableau 5). 
TABLEAU 5 : Differents facteurs et leur niveau de secretion selon le sous-type de 
tissu adipeux 
Adipokines 
Cholesteryl-ester transfer protein 
(CETP) 
Retinol binding protein (RBP) 
Angiotensinogene 
Lipoprotein lipase (LPL) 
Visfatine1 
Plasminogen activator inhibitor-1 
(PAI-1) 
Omentine2 
Adiponectine 
Vascular endothelial growth factor 
(VEGF)3 
Tumor necrosis factor-a (TNF-a) 
Interleukin-6 (IL-6) 
Leptine 
Resistine 
Poids 
moleculaires 
(kDa) 
74 
63 
60 
56 
52,5 
45 
33 
30 
30 
26 
26 
16 
10 
Tissu adipeux 
visceral 
++ 
+ 
++ 
+ 
+ 
++ 
++ 
++ 
++ 
+ 
++ 
+ . 
+ 
Tissu adipeux 
sous-cutane 
+ 
+ 
+ 
++ (obesite 
morbide) 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
++ 
+ 
(adapte de : WA.TCHF.NBERG, 2000 et de AILHAUD, 2006 1 : FUKUHARA, MATSUDA et al, 
2005 2 : YANG, LEE et al, 2006 3 : MIYAZAWA-HOSHIMOTO, TAKAHASHI et al, 2005) 
La leptine, pour sa part, est une adipokine majoritairement exprimee, mais pas 
exclusivement, dans les adipocytes sous-cutanes. Elle est impliquee dans le controle 
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de la prise alimentaire en envoyant un message de satiete au niveau du systeme 
nerveux central, plus precisement a l'hypothalamus. Les niveaux de leptine, autant 
chez l'animal que chez l'humain, sont connus pour etre proportionnels a la masse 
adipeuse (AILHAUD, 2006). 
Parmi les autres facteurs secretes par l'adipocyte, nous retrouvons l'adiponectine qui 
regule le metabolisme du glucose et des lipides en influencant la reponse a 1'insuline. 
De surcroit, il y a la visfatine qui mime Taction de 1'insuline (AILHAUD, 2006). A 
l'inverse, il y a le TNF-a, 1L-6 et la resistine qui, lorsqu'ils sont produits en exces, 
induisent une insulinoresistance. De plus, le tissu adipeux blanc possede toutes les 
enzymes necessaires a la conversion de Pangiotensinogene en angiotensine II 
(systeme renine-angiotensine) (voir section 1.3.3.3) (WAJCHENBERG, 2000). Lorsqu'il 
y a accumulation de graisses au niveau du tissu adipeux visceral, les niveaux sanguins 
d'acides gras libres, d'IL-6, de TNF-a, de leptine, de resistine, de PAI-1 et 
d'angiotensine II augmentent tandis que l'adiponectine diminue (FANTUZZI et 
MAZZONE, 2007). 
1.2.5.3 Autres fonctions 
D'autres fonctions ont ete attribuees au tissu adipeux blanc, dont le soutien et la 
protection des organes ou il sert d'amortisseur. II est egalement grandement sollicite 
comme isolant thermique, etant donne que la graisse est un mauvais conducteur de 
chaleur, prevenant ainsi les pertes de chaleur et protegeant du froid exterieur (MARIEB, 
1999). Pour sa part, le tissu adipeux brun a pour role principal la thermogenese, c'est-
a-dire la production de chaleur. La chaleur est produite durant la phosphorylation 
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oxydative sur la chaine respiratoire grace, a la proteine mitochondriale decouplante 
(UCP-1) qui est exclusive a l'adipocyte brun (AVRAM, AVRAM et al, 2005). 
1.3 La microcirculation 
Brievement, la microcirculation peut etre definie comme l'ensemble des vaisseaux 
sanguins compris entre les arterioles et les veinules ou bien, les vaisseaux sanguins 
ayant un diametre inferieur a 150 urn (SERNE, DE JONGH et al, 2007). L'endothelium 
tapissant l'interieur de ces vaisseaux a plusieurs roles importants : il regule le tonus 
vasomoteur, controle la vasopermeabilite et permet l'echange des molecules d'un cote 
a l'autre de ces cellules (voir section 1.2.4.2) (LEBRANCHU, 2000). 
1.3.1 De 1'arteriole a la veinule 
Le reseau microcirculatoire debute par les arterioles. Ces vaisseaux sont constitues a 
partir de la lumiere, de l'endothelium puis, d'une tunique formee de muscles lisses et 
de fibres elastiques et pour finir, d'une tunique externe (adventice) composee 
principalement de fibres collagenes (tableau 6). Les arterioles terminales, c'est-a-dire 
les dernieres avant les capillaires, sont constituees de l'endothelium et d'une mince 
couche continue de cellules musculaires lisses innervees. Leur diametre interne est 
d'environ 10 a 300 \im (MARIEB, 1999). Par la suite, le sang oxygene entre dans un lit 
capillaire compose des sphincters pre-capillaires, de la metarteriole et des capillaires. 
La metarteriole est tres similaire aux arterioles a la difference que les cellules 
musculaires lisses sont discontinues et souvent non innervees. La metarteriole est le 
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chemin direct entre l'arteriole et la veinule, lorsque les sphincters pre-capillaires sont 
fermes (figure 10) (BORON et BOULPAEP, 2005). 
TABLEAU 6 : Caracteristiques des vaisseaux saneuins de l'arteriole a la veinule 
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Les sphincters pre-capillaires sont un collet de cellules rmisculaires lisses non 
innervees pour la plupart, etant regi par les conditions chimiques environnantes. 
Lorsque les sphincters sont contractus, le sang ne rejoint pas les capillaires done, les 
echanges n'ont pas lieu au niveau de ceux-ci. Par contre, lorsque les sphincters sont 
dilates, le sang irrigue les capillaires permettant les echanges. Pour leur part, les 
capillaires sanguins sont constitues d'une monocouche de cellules endotheliales 
soutenues par une lame basale composee de fibres de collagenes et parfois de 
pericytes (BORON et BOULPAEP, 2005). Leur diametre interne est d'environ 8 a 10 ^m 
et d'une longueur moyenne de 1 mm. La lumiere des capillaires permet le passage 
d'un seul erythrocyte a la fois, diminuant le debit sanguin et augmentant ainsi 
l'efficacite" des echanges entre la circulation sanguine et l'espace interstitiel (MARIEB, 
1999). La prochaine section permettra d'approfondir le sujet des capillaires (voir 
section 1.3.2). A la sortie des capillaires et/ou de la metarteriole, le sang rejoint les 
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veinules. Les veinules, pour leur part, ressemblent beaucoup aux capillaires. Elles sont 
composees d'un endothelium poreux et de quelques fibroblastes. Les veinules de plus 
gros calibre possedent egalement une tunique moyenne composee de pericytes et 
d'une mince tunique externe. Leur diametre varie entre 8 et 100 um (MARIEB, 1999). 
Sphincters ouverts Sphincters fermes 
Arteriole Smooth 
/ muscle mi.* ''i* 
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FIGURE 10 : Reseau capillaire ouvert etferme 
Les sphincters sont des muscles qui se retrouvent au debut des capillaires et qui 
permettent de bloquer l'acces du sang aux capillaires, le restreignant a la metarteriole. 
(modifiee de: BORON et BOULPAEP, 2005) 
1.3.2 Les capillaires 
L'element determinant dans la microcirculation est le lit capillaire. Les capillaires le 
constituant peuvent etre de trois types: continus, fenestras et discontinus, aussi 
appeles sinusoides (figure 11). 
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FIGURE 11 ; Trois types de capillaires 
Representation schematique des trois types de capillaires: continu, fenestre et 
discontinu. 
(tiree de : BORON et BOULPAEP, 2005) 
Les capillaires continus sont les plus nombreux et les plus importants dans les tissus 
adipeux. Les cellules endotheliales les composant sont liees entre elles par des 
jonctions serrees, laissant quelques fentes intercellulaires. Pour leur part, les 
capillaires fenestras possedent la meme morphologie que les capillaires continus a 
1'exception que leurs cellules endotheliales ont des pores, ce qui augmente 
grandement leur permeabilite. lis se retrouvent principalement dans l'intestin grele et 
les reins. Le troisieme type de capillaires, les capillaires discontinus, sont retrouves 
dans le foie, la moelle osseuse, le tissu lymphoi'de et certaines glandes endocrines. lis 
possedent une grande lumiere irreguliere avec des larges pores et moins de jonctions 
serrees que dans les autres types de capillaires (MARIEB, 1999). Dans le tissu adipeux 
des souris, il est possible d'observer deux des trois types de capillaires, les continus et 
les fenestras (CAO, BRAKENHIELM et al, 2001). 
Peu importe le type de capillaires presents, leur role principal est toujours d'etre une 
barriere semi-permeable entre la circulation sanguine et l'espace interstitiel (voir 
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section 1.2.4.2). Les cellules endothelials qui composent les capillaires ont cependant 
d'autres fonctions importantes. En plus de leur role dans le transport des molecules, 
elles ont en effet des fonctions autocrines, paracrines et endocrines (figure 12) 
(GALLEY et WEBSTER, 2004). Les cellules secretent plusieurs substances qui sont 
vasoactives (vasodilatateurs ou vasoconstricteurs) permettant le controle serre de la 
permeabilite vasculaire (LEBRANCHU, 2000). 
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FIGURE 12 : Molecules etfacteurs secretes par la cellule endotheliale 
La cellule endotheliale metabolise et synthetise maintes molecules ou facteurs qui 
sont relaches afin d'avoir une action autocrine, paracrine ou endocrine. 
(modifiee de GALLEY et WEBSTER, 2004) 
1.3.3 Permeabilite vasculaire et differents facteurs qui la regulent 
Le controle de la permeabilite vasculaire se fait principalement via la regulation du 
tonus vasomoteur et du recrutement capillaire (GALLEY et WEBSTER, 2004). Certaines 
substances ont la capacite de relaxer et d'autres de contracter les cellules musculaires 
lisses presentes en amont ou en aval des capillaires. Parmi les facteurs de relaxation 
secretes via Pendothelium, on retrouve le monoxyde d'azote (NO), la prostacycline, 
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l'EDHF (^endothelium derived hyperpolarizing factor») et le facteur natriuretique. 
D'autre part, l'endothelium secrete egalement des facteurs vasoconstricteurs, tels que 
l'endotheline-1, le PAF («platelet-activating factor») et les radicaux libres a forte 
concentration (LEBRANCHU, 2000). II y a d'autres facteurs qui ont une activite sur la 
permeabilite vasculaire, mais cette fois, qui sont secretes a distance des cellules 
endotheliales. L'angiotensine II, un peptide vasoconstricteur, et le facteur de 
croissance de 1'endothelium vasculaire (VEGF), implique dans l'angiogenese, en sont 
de bons exemples. Les prochaines sections developperont sur le NO, l'Ang II et le 
VEGF comme il s'agit des facteurs qui ont interesse ce projet de maitrise. 
1.3.3.1 Oxyde nitrique 
Le NO est le produit d'une reaction d'oxydoreduction catalysee par l'enzyme NO-
synthetase (NOS). L'enzyme utilise comme substrats la L-arginine, le NADPH et 1'02 
afin de produire du NO et de la L-citrulline. 
NADPH 
Citrulline + NCX / oxygenase 
Arginine + 02 -4 BH4 
NADPH 
•Arginine + 02 
Citrulline + NO 
FIGURE 13 : Production de monoxyde d'azote par l'enzyme NO synthetase 
L'enzyme NOS est active sous forme de dimere. Elle utilise comme substrats le 
NADPH, la L-arginine et l'oxygene. Les produits de la reaction sont le NO et la L-
citrulline. 
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1.3.3.1.1 Les isoformes de la NOS 
II existe trois differents types d'enzymes NOS : la NOS neuronale (nNOS ou NOS 1), 
la NOS inducible (iNOS ou NOS II) et la NOS endothelial (eNOS ou NOS III). La 
nNOS et eNOS sont constitutives contrairement a la iNOS. Les NOS doivent etre sous 
forme de dimeres afin d'etre actives, et necessitent le FAD (flavin adenine 
dinucleotide), le FMN (flavine mononucleotide) et la tetrahydrobiopterine (BH4) 
comme co-facteurs. Le BH4 est produit de novo dans les cellules a partir du GTP 
(guanosine triphosphate), tandis que le FMN et le FAD sont synthetises a partir de la 
riboflavine, aussi connue sous le nom de vitamine B2. Lorsque le dimere est forme et 
que les co-facteurs sont presents, chacun des monomeres de la NOS doit s'associer a 
une calmoduline pour permettre la reaction enzymatique. 
Dans le tissu adipeux, la eNOS est exprimee en conditions physiologiques a la fois 
dans 1'adipocyte et dans le reseau microcirculatoire (ELIZALDE, RYDEN et al, 2000). 
Etant donne la grande population de vaisseaux sanguins dans le tissu adipeux, la 
eNOS est l'enzyme NOS majoritaire dans ce tissu (GILMAN, HARDMAN et al, 2001). 
En conditions pathophysiologiques, la iNOS est induite dans l'adipocyte (ELIZALDE, 
RYDEN et al, 2000). L'activation de la eNOS se fait via 1'augmentation de calcium, 
tandis que la iNOS est activee via la presence de cytokines et/ou de la proteine 
lipopolysaccharide (LPS). Le gene de la iNOS possede 26 exons (37 kpb) et est 
traduit en une proteine de 1153 acides amines (aa) et d'un poids de 131 kDa. Pour sa 
part, le gene de la eNOS possede 26 exons (21-22 kpb), mais une fois traduite, la 
proteine possede 1203 aa (133 kDa) (GILMAN, HARDMAN et al, 2001). 
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1.3.3.1.2 Fonctions de la NO 
Le role premier du NO (t% = 4 secondes), synthetise par les cellules endotheliales, est 
de maintenir le tonus vasculaire du reseau microcirculatoire. Lorsqu'il est produit en 
reponse a un cisaillement o u a u n agent vasodilatateur, il induit une vasodilatation 
importante. II peut egalement inhiber l'agregation et l'adhesion plaquettaire (GILMAN, 
HARDMAN et al, 2001). L'enzyme eNOS a deux mecanismes d'activation possibles, 
soit dependant du calcium, soit independant, selon le stimulus recu. Par exemple, la 
bradykinine et 1'acetylcholine activent la eNOS en elevant les niveaux de calcium 
intracellulaires. Le calcium ainsi libere forme un complexe avec la calmoduline qui va 
Her la eNOS et l'activer. Par contre, les cisaillements et l'insuline activent l'enzyme 
en phosphorylant les residus serine et threonine via Akt (figure 14) (WHEATCROFT, 
WILLIAMS et al., 2003). 
Ca7 * -dependent Ca-'"" - i ndependent 
activation of eNOS activation of eNOS 
Insulin 
ACh receptor receptor 
FIGURE 14 : Mecanisme d'activation de la eNOS 
L'activation de la eNOS peut soit etre calcium-dependante ou independante selon le 
stimulus. 
(tiree de: VINCENT, MONTAGNANI et al., 2003) 
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Le mecanisme derriere la vasodilatation entrainee par la production de NO est 
dependant des cellules musculaires lisses. Le NO diffuse passivement de la cellule 
endotheliale aux cellules musculaires lisses ou il active la guanylate cyclase soluble, 
ceci entraine la conversion du GTP en GMP cyclique. Le GMP cyclique active : pour 
sa part, une proteine kinase inhibant 1'influx de calcium dans les cellules musculaires 
causant une diminution de la stimulation calcium-calmoduline, occasionnant une 
diminution de la phosphorylation des chaines legeres de myosine. Par consequent, il y 
a relaxation des muscles lisses ainsi qu'une dilatation des vaisseaux sanguins (GALLEY 
et WEBSTER, 2004). 
L'implication de la eNOS dans la regulation de la permeabilite endotheliale est 
demontree. Par contre, le sens de son action (hyper ou hypo) fait l'objet de 
controverse. Des chercheurs ont demontre qu'une deficience ou une surproduction de 
NO pouvait mener a l'ouverture des jonctions intercellules endothelials (PREDESCU, 
PREDESCU et al, 2005). Le mecanisme menant a l'hyperpermeabilite via la eNOS est 
possiblement engendre par une stimulation des MAP (mitogen activated protein) 
kinase (LAL, VARMA et al, 2001). Cette stimulation entraine une reorganisation du 
cytosquelette d'actine de la cellule endotheliale conduisant a sa contraction et ainsi, a 
1'augmentation de la permeabilite vasculaire via les jonctions intercellulaires 
(BORBIEV, BIRUKOVA et al, 2004). 
1.3.3.1.3 Regulation de la eNOS 
Etant donne qu'un faible changement dans les niveaux de NO a une repercussion 
importante au niveau physiologique, sa production est tres bien regulee. La proteine 
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heat-shock 90, est une proteine chaperonne qui regule positivement l'activite de la 
eNOS. Leurs interactions sont augmentees lorsque la eNOS est activee par le VEGF, 
l'histamine et par les forces de cisaillements. A l'oppose, la proteine caveoline-1, 
presente dans les caveoles des cellules endotheliales, inhibe l'activite de la eNOS en 
modulant l'interaction calcium-calmoduline (ALDERTON, COOPER et al, 2001). De 
plus, l'angiotensine II regule negativement l'expression du eNOS et ainsi diminue la 
production de NO (SCHULMAN, ZHOU et al, 2006). 
1.3.3.2 Facteur de croissance de ('endothelium vasculaire 
Le VEGF est une famille de glycoproteines ayant comme role l'angiogenese, ainsi 
que 1'augmentation de la permeabilite vasculaire. Le VEGF A est produit dans les 
cellules endotheliales et epitheliales, ainsi que dans d'autres organes tels que le 
cerveau, les glomerules renaux, les hepatocytes et les cellules musculaires (MAHARAJ, 
SAINT-GENIEZ et al, 2006). Le VEGF doit lier un de ses recepteurs retrouves 
principalement sur les cellules endotheliales afin d'agir comme facteur 
proangiogenique. II a egalement ete demontre que le VEGF etait exprime dans les 
adipocytes et majoritairement dans le tissu adipeux epiplo'i'que (HAUSMAN et 
RICHARDSON, 2004). 
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1.3.3.2.1 Les isoformes du VEGF 
La famille du VEGF comprend le VEGF A, B, C, D et le placenta growth factor 
(PIGF). Le VEGF A est celui qui est le plus exprime et il est souvent nomme 
uniquement VEGF dans la litterature. II possede maintes isoformes formees par 
epissage alternatif parmi les 8 exons que possedent le gene (figure 15) (WOOLARD, 
WANG et al., 2004). Chez l'humain, les isoformes principales sont le VEGF 121, 165, 
189. De plus, il y a maintenant evidence de la presence du VEGFi6sb, un inhibiteur du 
VEGF]65 avec lequel il a 96% d'homologie. Le VEGF]65 est l'isoforme qui a la plus 
grande expression et fonctionnalite (WOOLARD, WANG et al, 2004). 
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FIGURE 15 : Isoformes formees par epissage alternatif du VEGF A 
Le VEGF A possede 9 isoformes possibles, dont les principaux sont le 121, 165 et 
189. 
(tiree de : FERGELOT, RIOUX - LECLERCQ et al, 2005) 
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Le VEGF121 ne peut Her le sulfate d'heparan (proteoglycan), car c'est un polypeptide 
acide. Doric, le VEGF121 est retrouve sous une forme soluble. A Poppose, le VEGF189 
et le VEGF206 sont hautement basiques et sont facilement sequestres dans la matrice 
extracellulaire. Pour sa part, le VEGF165 se retrouve sous les deux formes, soit liee a 
la matrice, soit soluble (FERRARA, 2004). 
II a ete demontre qu'il existe une homologie de 90% entre le VEGF]65 de l'humain et 
le VEGF164 du rat. Dans l'exon 6, il n'y a qu'un acide amine de different, soit une 
tyrosine en position 134 chez l'homme et une phenylalanine en position 133 chez le 
rat. La difference majeure du VEGF A entre le rat et l'homme est une glycine en 
position 8 en moms chez le rat. C'est pour cette raison que le VEGF A du rat est 
compose des isoformes 120, 164 et 188 au lieu de 121, 165 et 189 chez l'homme 
(LADOUX et FRELIN, 1993). 
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1.3.3.2.2 Les recepteurs aux VEGF et leur signalisation 
YECf.fc,,,,, 
Migration Vatciriir pstmsa&IIHy Survival ProUVrton 
FIGURE 16 : Specificite des recepteurs au VEGF et leurs fonctions selon la voie de 
signalisation empruntee. 
Les differentes formes de VEGF peuvent Her 6 recepteurs distincts. Par contre, le 
VEGFR-2 predomine. Les fonctions du VEGF sont l'augmentation de la permeabilite 
vasculaire, la survie cellulaire, la proliferation et la migration. 
(tiree de : TAKAHASHI et SHIBUYA, 2005) 
Comme mentionne ci-dessus, le VEGF doit se lier a son recepteur pour induire ses 
actions. Les differents VEGF peuvent lier un ou plusieurs des 5 recepteurs au VEGF : 
VEGFR-1, 2 et 3, neuropiline-1 et 2 (figure 16). Le recepteur VEGFR-1 (flt-1) et le 
VEGFR-2 (KDR / flk-1) possedent 7 domaines imunoglobuline-like dans la region 
extracellulaire et un seul domaine transmembranaire. Ce sont deux recepteurs 
tyrosine-kinase exprimes dans les cellules endotheliales vasculaires, bien que le 
VEGFR-2 soit le recepteur majoritaire (FERRARA, 2004). Le VEGFR-2 est exprime de 
facon constitutive dans le poumon, le foie, le rein et le tissu adipeux (MAHARAJ, 
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SAINT-GENIEZ et al, 2006). Les recepteurs de type 1 et 2 peuvent lier certaines des 
isoformes du VEGF A contrairement au VEGFR-3 (flt-4), qui lie uniquement le 
VEGF-C et D et qui est principalement retrouve dans les cellules endotheliales 
lymphatiques. II existe une forme tronquee de VEGFR-1 qui est soluble. Cette 
derniere agit comme inhibiteur de l'activite du VEGF etant donne qu'elle sequestre la 
proteine, empechant sa liaison a un recepteur fonctionnel (FERRARA, 2004). Le 
VEGF165 a egalement la possibility de lier les recepteurs neuropiline 1 et 2, qui sont 
des corecepteurs du VEGFR-2 (MIAO, LEE et al, 2000). La liaison du VEGF a son 
recepteur se fait de la maniere suivante : dans un premier temps, le VEGF A forme un 
homodimere lie en sens oppose par deux ponts disulfures. Le dimere du VEGF lie le 
recepteur approprie entrainant une homo- ou hetero-dimerisation du recepteur au 
VEGF, suivi par un changement conformationnel menant a l'autophosphorylation de 
residus tyrosine dans la region intracellulaire du recepteur. Comme la figure 16 le 
demontre, le VEGF a plusieurs fonctions selon la voie de signalisation empruntee. La 
fonction qui nous interesse le plus est l'augmentation de la permeabilite vasculaire, 
principalement engendree suite a l'activation du VEGFR-2. Les voies de signalisation 
impliquees sont PI3K/Rac, c-Src, p38MAPK et PI3K/Akt dependante de la eNOS. Un 
second role important du VEGF est l'angiogenese qui est possible via PI3K/S6K, 
mais principalement via raf-MEK-ERK (TAKAHASHI et SHIBUYA, 2005). D'autre part, 
la survie cellulaire est regie par PI3K/Akt qui previent l'apoptose des cellules 
endotheliales en induisant l'expression de Bcl2 (FERRARA, 2004). Enfin, la migration 
cellulaire (monocytes) se fait par PI3K/Rac, p38MAPK et FAK et implique surtout le 
VEGFR-1 (NEUFELD, COHEN et al, 1999). 
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1.3.3.2.3 Regulation de {'expression (In VEGF 
La modulation de 1'expression du VEGF est regie par plusieurs molecules qui peuvent 
etre des cytokines, des facteurs de croissance ou des hormones. L'interleukine (IL)-IO 
et IL-13 sont des represseurs de l'expression du VEGF. En revanche, le facteur de 
croissance des fibroblastes (FGF-4), le facteur de croissance des derives plaquettaires 
(PDGF), le facteur de necrose tumorale (TNF-a), le facteur de croissance de 
transformation (TGF-P), le facteur de croissance des keranocytes (KGF), le facteur de 
croissance insuline-like (IGF-I), IL-ip, IL-6 et le NO sont tous des molecules qui 
augmentent l'expression du VEGF. L'hypoxie et l'hypoglycemie sont aussi des 
stimulants de l'expression du VEGF (NEUFELD, COHEN et al, 1999). L'expression du 
VEGF dans les adipocytes peut etre augmentee par l'hypoxie, mais aussi via l'insuline 
(HAUSMAN et RICHARDSON, 2004). 
1.3.3.3 Angiotensine II 
L'angiotensine II est un peptide qui est grandement connu pour ses effets 
vasoconstricteurs. L'Ang II est synthetisee via une cascade enzymatique avant de 
pouvoir lier un de ses recepteurs. 
1.3.3.3.1 Synthese et degradation de I'Ang II 
A la base, il y a synthese et secretion d'une glycoproteine globulaire nominee 
angiotensinogene par le foie, principalement, mais egalement par les adipocytes et 
legerement par d'autres organes, tels que le systeme nerveux central et les reins 
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(GILMAN, HARDMAN et al, 2001). Par la suite, la renine clive l'angiotensinogene apres 
l'acide amine 10 pour former de l'angiotensine 1 (figure 18). La renine est une 
enzyme produite par les cellules juxtaglomerulaires du rein puis, elle est secretee dans 
la circulation sanguine (KATZUNG, 2004). Dans un deuxieme temps, l'angiotensine 1 
est clivee par l'enzyme de conversion de l'angiotensine (ECA) en angiotensine II. La 
demi-vie de l'Ang I est tres courte, c'est pourquoi l'Ang II est le peptide le plus 
important sur le plan physiologique (GILMAN, HARDMAN et al, 2001). La voie de 
synthese necessitant la renine est appelee le systeme renine angiotensine (RAS). Par 
contre, il existe une autre voie de synthese independante de la renine (NRAS) qui 
utilise les enzymes cathepsine D et G, chymase et tonine (figure 17). Le tissu adipeux 
possede toute la machinerie pour synthetiser l'angiotensine II par une ou l'autre des 
voies de synthese (KARLSSON, LINDELL et al, 1998). 
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FIGURE 17 : Synthese et degradation de I'angiotensine IIpar la voie RAS et la voie 
NRAS 
Synthese de I'angiotensine par les deux voies possibles, ainsi que les enzymes 
necessaires. 
(Modifiee de : KATZUNG, 2004 et KARLSSON, LINDELL et al, 1998) 
Suite a la synthese de l'Ang II, 1'enzyme aminopeptidase la degrade en Ang III qui a 
les memes effets que l'Ang II, mais a de plus faibles amplitudes (GILMAN, HARDMAN 
et al, 2001). Finalement, l'Ang III est clivee en fragments inactifs par des 
angiotensinases. 
/. 3.3.3.2 Regulation de la synthese de I 'A ng II 
La regulation de la synthese se fait en grande partie par la quantite de renine 
disponible. Par exemple, une augmentation de flux de NaCl au niveau du rein ou une 
augmentation de la pression sanguine dans le glomerule inhibe la relache de renine. A 
1'inverse, la relache de norepinephrine active les recepteurs pi sur les cellules 
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juxtaglomerulaires augmentant la secretion de renine. Une augmentation de la renine 
augmente la formation d'Ang II puis, l'Ang II active les recepteur ATi sur les cellules 
juxtaglomerulaires inhibant la relache de renine et formant ainsi une boucle de 
retrocontrole negatif (GILMAN, HARDMAN et al, 2001). II a aussi ete demontre qu'une 
inhibition de la production de NO entraine une stimulation de Pactivite de l'ECA, 
tandis qu'une production de NO induit une reduction du nombre de recepteurs AT] 
(SCHULMAN, ZHOU et al, 2006). 
1.3.3.3.3 Les recepteurs a l'Ang II et leur signalisation 
Afin de permettre une action physiologique, l'Ang II doit se Her a un recepteur, soit 
ATj ou AT2. Ces deux recepteurs sont couples aux proteines G (q, 12/13 ou i) et ont 7 
domaines transmembranaires. ATjR et AT2R ont seulement une petite sequence 
homologue correspondant a 30% du recepteur (THOMAS et MENDELSOHN, 2003). Le 
recepteur ATi possede deux isoformes chez le rat, le A et le B. Les deux recepteurs 
ont une homologie de 92% en nucleotides et de 95% en acides amines. Le recepteur 
ATia est majoritaire dans tous les types cellulaires a l'exception de l'hypophyse et de 
la glande surrenale (DE GASPARO, CATT et al, 2000). Les cellules musculaires lisses 
vasculaires expriment uniquement 1'ATiR, tandis que les cellules endothelials 
expriment les deux recepteurs. Pour leur part, les adipocytes expriment les deux types 
de recepteurs, mais majoritairement 1'ATjR. Chez l'humain, les recepteurs se 
retrouvent en grande partie dans le TA O et SC, tandis que chez le rat, ils sont 
davantage presents dans le TA epi puis, M et finalement RP (PAUL, POYAN MEHR et 
al, 2006). Le recepteur AT2 est un recepteur majoritairement exprime dans les tissus 
foetaux. Par la suite, son expression est reduite a une faible quantite de tissu (medulla, 
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uterus, etc.) (THOMAS et MENDELSOHN, 2003). II peut etre re-exprime dans certaines 
conditions pathologiques, telles Pinflammation et l'apoptose (RUIZ-ORTEGA, ESTEBAN 
et al, 2003). Le recepteur AT] subit une internalisation. Lorsque l'Ang II s'y lie, il y a 
phosphorylation du recepteur sur un residu serine, ce qui mene au recrutement de la 
proteine P-arrestine puis, il y a l'endocytose dans une vesicule de clathrine. Par la 
suite, la vesicule peut s'accoler aux lysosomes, ce qui entraine la degradation du 
recepteur. Sinon, il peut y avoir dephosphorylation du recepteur a Pinterieur de la 
vesicule afin d'etre recycle a la membrane (THOMAS et MENDELSOHN, 2003). 
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FIGURE 18 : Cascade de signalisation de l'Ang II via son recepteur ATiR sur les 
cellules musculaires lisses vasculaires 
L'Ang II lie le recepteur AT], ce qui active maintes cascades demontrant Petendue 
d'activite de ce peptide. La voie PLC/DVCa2"1" est la voie qui est responsable de 
Paction vasoconstrictrice de l'Ang II. 
(tiree de : TOUYZ, 2005) 
L'Ang II a un role cle dans la regulation de Phomeostasie cardiovasculaire, car elle 
regule autant le volume sanguin que la resistance vasculaire en plus de favoriser la 
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croissance cellulaire et la proliferation (DE GASPARO, CATT et al, 2000). Dans les 
cellules musculaires lisses vasculaires, la liaison de l'Ang II a son recepteur ATiR 
peut activer maintes cascades menant a la vasoconstriction, 1'induction de facteurs 
regulant la transcription et la migration cellulaire (figure 18). 
A l'inverse, le recepteur AT2 antagonise souvent les effets de ATj. Ainsi, il a un effet 
proapoptotique, antiproliferatif et vasorelaxant. Le tonus vasculaire est la resultante 
des effets a la fois sur l'AT]R et PAT2R (PAUL, POYAN MEHR et al, 2006). Le tissu 
adipeux possede tous les substrats, enzymes et recepteurs necessaires a la production 
et aux actions de l'Ang II. L'une de ses fonctions dans les adipocytes est de favoriser 
la lipogenese, d'entrainer Paccumulation de triglycerides et de mener a la maturation 
de nouveaux adipocytes (KARLSSON, LINDELL et al, 1998; AILHAUD, TEBOUL et al, 
2002). Une correlation entre le poids de Pindividu et les taux d'ARNm de 
Pangiotensinogene dans Padipocyte a meme deja ete etablie (PAUL, POYAN MEHR et 
al, 2006). 
1.4 Modeles animaux d'obesite 
L'obesite est une pathologie qui peut se developper dans un grand eventail d'especes 
animales. L'obesite peut resulter d'une alimentation riche en calories et/ou d'un 
terrain genetique predisposant. Dans la litterature, certains groupes ont utilise le 
cochon, les primates non humains, le chien et bien evidemment, le rat et la souris 
comme modeles animaux d'obesite cree par la suralimentation (KURTZ, MORRIS et al, 
1989; WEST et YORK, 1998; SPEAKMAN, HAMBLY et al, 2007). Pour ce qui est des 
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animaux genetiquement obeses, ce sont principalement des modeles de souris ou de 
rats qui ont ete developpes. Plusieurs genes ont ete identifies chez la souris comme 
inducteurs d'obesite, tels que agouti, ob, bd,fat (fatty ou Lepr) et tub. Une mutation 
recessive sur un seul de ces genes entraine l'obesite chez l'animal. Chez le rat, le gene 
le plus connu est le gene fatty qui est un gene homologue au gene bd de la souris 
(WEST et YORK, 1998). Chez la souris, le modele classique d'obesite est la souris avec 
une mutation recessive du gene ob. Le gene ob est majoritairement exprime dans les 
adipocytes et il est le gene responsable de la transcription de la leptine. La souris 
oblob est le resultat d'une deletion d'une paire de bases sur ce gene menant a la 
formation d'un codon stop en aval de la fin du gene. Une souris heterozygote va 
produire moins de leptine et aura un leger surpoids (SPEAKMAN, HAMBLY et al, 2007). 
Les souris ob/ob ont une absence de production de leptine menant a une hypertrophie 
ainsi qu'a une hyperplasie du tissu adipeux, tandis que les souris bd/bd (mutation du 
recepteur a la leptine) ont seulement une hypertrophie du tissu adipeux, ce qui porte a 
croire que le recepteur a la leptine serait implique dans l'hyperplasie (CINTI, 2005). 
Pour nos etudes sur la microcirculation du tissu adipeux, nous avons etudie le rat 
Zucker. 
1.4.1 Rats Zucker 
Les rats Zucker sont genetiquement obeses en raison d'une mutation du gtne fatty qui 
est apparue de facon spontanee chez les rats de la lignee 13M, decouverte qui a ete 
faite dans les laboratoires du Dr. Lois Zucker et publiee en 1961 (ZUCKER et ZUCKER, 
1961). 
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1.4.1.1 Mutation au niveau du recepteur a la leptine 
Les rats Zucker obeses portent une mutation sur le gene fatty (Fa) ou par son nom 
officiel, recepteur a la leptine (Lepr). Le gene Fa est localise sur le 5eme chromosome 
et la mutation responsable de l'obesite est autosomale recessive. La nomenclature 
pour les rats Zucker obeses est fa/fa, tandis que pour les rats Zucker maigres (Fa/?), 
c'est soit Fa/Fa ou bien Fa/fa, ou le^a, en minuscules, exprime l'allele mute. Les rats 
heterozygotes n'ont aucune distinction avec les rats homozygotes normaux (ZUCKER 
et ZUCKER, 1961). La leptine est une adipokine qui est responsable du signal de satiete 
(voir section 1.2.5.2.). Elle se lie a son recepteur au niveau des plexus choro'fdes des 
ventricules, pour ensuite rejoindre l'hypothalamus situe dans le diencephale ou elle 
regule l'appetit, la satiete et la depense energetique (MARIEB, 1999). 
En somme, chez les, rats Zucker, etant donne la mutation sur le recepteur a la leptine, 
le signal de satiete est absent, ce qui entraine l'hyperphagie et par consequent, 
l'obesite (figure 19). A titre comparatif, a 10 semaines, les males fa/fa ont atteint un 
poids au-dela des 400 g, tandis que les Fa/? sont legerement en dessous des 300g. 
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FIGURE 19 : Courbes de croissance des rats Zucker obeses versus maigres 
Une difference marquee entre le poids des Zucker obeses (possedant la mutation) et 
des maigres est visible des la 5eme semaine. 
(tiree de : Fiches technique du Laboratoire Charles River) 
Par ailleurs, les males fa/fa ont les organes genitaux d'apparence normale, mais ils ne 
sont qu'occasionnellement fertiles. Par contre, chez les femelles Futerus est petit et 
sous-developpe, ce qui les rend toutes infertiles. Etant donne que les obeses sont 
steriles, la lignee de rats ayant la mutation est maintenue a partir de rats heterozygotes 
(Fa/fa) (ZUCKER et ZUCKER, 1961). ZUCKER et al. ont egalement observe une 
apparence laiteuse du serum sanguin, ainsi que des taux d'acides gras (10X) et de 
cholesterol (4X) superieurs chez les obeses. Par contre, les taux de glucose sanguin 
sont generalement egaux pour les deux groupes que ce soit a jeun ou suite a un repas. 
De plus, ils ont aussi rapporte des atteintes renales qui se developpent des un an chez 
les fa/fa. Parfois, les obeses developpent une hypertension et peuvent egalement etre 
un modele genetique de cette pathologie (KURTZ, MORRIS et al, 1989). Enfin, les rats 
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Zucker fa/fa deviennent resistants a l'insuline, du a leur surplus de tissu adipeux. En 
somme, ils developpent le syndrome metabolique et toutes les caracteristiques qui y 
sont associees. 
7.5 Problematique, hypotheses et objectifs duprojet 
En somme, le tissu adipeux est un tissu heterogene dans sa distribution. C'est 
egalement un tissu hautement actif sur le point metabolique et tres bien vascularise 
pour permettre ses fonctions endocriniennes. Les adipocytes produisent maintes 
adipokines qui peuvent etre des cytokines, des facteurs de croissance, des proteines 
impliquees dans Phomeostasie vasculaire, dans Pimmunite et dans le metabolisme des 
lipides et du glucose. De plus, la eNOS, le VEGF et l'Ang II sont exprimes dans le 
tissu adipeux, ainsi que les recepteurs du VEGF et de l'Ang II. Compte tenu de 
Pimportance du tissu adipeux dans certaines pathologies telles que l'obesite et le 
syndrome metabolique, nous avons axe nos recherches sur la microcirculation de 
celui-ci. Son etude nous permettra d'elucider les mecanismes par lesquels la 
microcirculation du tissu adipeux se modifie, de facon adaptative ou non, en presence 
de l'obesite. 
Notre hypothese de recherche est que la microcirculation du tissu adipeux possede un 
role primordial dans la pathologie de l'obesite, etant donne que celui-ci tient une place 
importante sur le plan metabolique et endocrinien. Plus precisement, etant donne que 
les rats Zucker fa/fa sont resistants a l'insuline, cette hormone ne peut plus avoir son 
effet stimulant sur le VEGF et sur Penzyme eNOS. Dans ces conditions, nous 
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prevoyons une diminution dans 1' expression de ces deux proteines. Par ailleurs, nous 
nous sommes interroges sur 1'impact de cette resistance sur 1'expression du recepteur 
ATi qui a un role primordial dans la vasoconstriction des vaisseaux. En somme, nous 
presageons une diminution de la permeabilite vasculaire dans le tissu adipeux (figure 
20). 
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FIGURE 20 : Hypotheses du projet 
Les rats Zucker fa/fa sont resistants a I'insuline, ce qui a pour consequence une 
hyperinsulinemie. Dans ces conditions, nous prevoyons une diminution dans 
l'expression des proteines eNOS et VEGF A. Le sens de la variation de l'expression 
du recepteur AT] est incertain, dans ces conditions pathologiques. Au final, nous 
presageons une diminution de la permeabilite vasculaire dans le tissu adipeux. 
Par consequent, nos objectifs sont: 
© Evaluer s'il y a des changements dans la permeabilite endotheliale de 
differents types de tissus adipeux chez le rat Zucker obese par la methode du 
Bleu d'Evans. 
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© Mesurer l'expression de differents facteurs impliques dans le controle de la 
vasopermeabilite, tels que la eNOS, l'ATiaR et le VEGF A dans differents 
tissus adipeux de ce modele animal d'obesite en immunobuvardage de type 
Western et en qRT-PCR. 
© Observer les caracteristiques des cellules endotheliales (jonctions cellulaires, 
vesicules de transcytose, lumiere, etc.) et des espaces interstitiels presents dans 
les differents tissus adipeux (sous-cutane, retroperitoneal et epididymique) par 
microscopie electronique. 
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2 MATERIEL ET METHODE 
2.1 Animaux: 
Pour l'ensemble du projet, nous avons utilise quatre-vingt-six (86) rats Zucker males 
ages entre 10 et 12 semaines (Charles River Breeding Laboratories, Quebec, Canada), 
soit 44 controles maigres (Fa/?) et 42 obeses (fa/fa) separes sur trois series 
d'experiences. Uniquement des males ont ete utilises dans nos etudes afin 
d'uniformiser les resultats. Les protocoles utilises ont ete approuves par le comite 
d'ethique de la recherche avec les animaux de PUniversite de Sherbrooke. Les 
animaux ont ete nourris avec une moulee standard pour rat et gardes dans des 
conditions de temperature et d'humidite controlees. Les animaux de la premiere serie 
ont ete utilises pour les dosages plasmatiques, ainsi que certains immunobuvardages 
de type Western. La deuxieme serie d'animaux a ete utilisee pour toutes les 
experiences puis, la troisieme serie a ete utilisee dans le but de reprendre certaines 
experiences avec le Bleu d'Evans dans un plus grand nombre de tissus adipeux. 
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2.2 Prelevements sanguins et dosages plasmatiques 
2.2.1 Prelevements sanguins 
Les prelevements sanguins ont eu lieu 4 a 6 jours avant le sacrifice de l'animal. De 
plus, les rats furent a jeun pour un minimum de 5 heures avant les prelevements, etant 
donne que toute nourriture fut retiree de leur cage. Ces derniers ont ete effectues sous 
anesthesie a Phalothane, dans le sinus retroorbital du rat a l'aide d'un capillaire 
(Fischer Scientific) traite a l'EDTA (Ethylene Diamine Tetra Acetic acid). Environ 3 
mL de sang ont ete collectes dans des tubes de 0,5 mL contenant de l'EDTA 
(Sarstedt). Par contre, pour la premiere serie d'animaux, les tubes ont ete trait.es a 
l'heparine puis, centrifuges a 4 °C pendant 10 minutes, a 3000 RPM (rotations par 
minutes). Seul le plasma a ete conserve et «aliquote» afin de pouvoir realiser les 
differents dosages plasmatiques. 
2.2.2 Dosages plasmatiques du glucose et des triglycerides 
Le dosage du glucose a ete fait par colorimetrie (RA1CHEM, San Diego, CA). Cela a 
necessite 10 uJ de plasma par echantillon et par point de la courbe standard (0 a 800 
mg/dL). Tous les dosages ont ete faits en duplicata. Par la suite, nous avons ajoute 1,5 
mL de reactif et incube a 37 °C pendant 10 minutes. Ensuite, nous avons procede a la 
lecture de l'absorbance a 500 nm sur un spectrophotometre. Le reactif comprenait du 
glucose oxydase (20000 U/L), de la peroxydase (6700 U/L), du 4-aminoantipyrine et 
p-hydroxybenzenesulfonate. Le produit de ces reactions enzymatiques est le 
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quinoneimine qui colore la solution en rouge de facon proportionnelle a la quantite de 
glucose. 
En ce qui a trait aux dosages des triglycerides, nous avons egalement utilise une 
trousse de colorimetrie de chez RA1CHEM (San Diego, CA). Pour ce dosage, 5 uL de 
plasma et de standard (0 a 600 mg/dL) ont ete necessaires. Nous avons ajoute 1 mL de 
reactif, puis incube la plaque pendant 10 minutes a 37 °C. Ensuite, l'absorbance a ete 
lue a 520 nm. Le reactif etait compose de lipases, de glycerol kinase (1000 U/L), de 
glycerol phosphate oxydase (3500 U/L), de peroxydase (10 000 U/L), d'ATP, de 4-
aminoantpyrine et de 3,5-dichloro-2-hydroxybenzene sulfonate. Cette chaine de 
reactions produit aussi du quinoneimine en quantite proportionnelle aux triglycerides 
presents. 
2.2.3 Dosage de l'insuline plasmatique 
Pour sa part, l'insuline plasmatique a ete mesuree par un essai radio-immunologique 
(RIA) a l'aide d'une trousse specifique pour l'insuline de rat (Linco, St. Charles, 
MO). Initialement, le tampon de dosage (phosphosaline, EDTA, sodium azide et BSA 
grade RIA) a ete depose dans des tubes de borosilicate a raison de 200 uX pour 
mesurer la liaison non specifique, de 50 uL pour les echantillons et de 100 uL pour 
les valeurs de reference. Par la suite, 100 uX des controles internes et des standards et 
50 uL de plasma des echantillons ont ete deposes dans leurs tubes correspondants. 
Ensuite, 100 uL d'insuline marqud a I furent mis dans chacun des tubes. L'insuline 
marquee permet le dosage de l'insuline plasmatique par competition avec celle-ci. De 
sorte que plus il y a d'insuline marquee, moins il y a d'insuline plasmatique. Puis, 100 
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(j.L d'anticorps de rat contre l'insuline ont ete introduits dans chacun des tubes a 
1'exception des tubes blancs de la courbe standard (liaison totale) et ceux de la liaison 
non specifique. Enfin, les tubes furent «vortexes», couverts et incubes pour 24h a 4 
°C. Suite a 1'incubation, 1 mL de reactif de precipitation (capture la radioactivite 
libre) a ete ajoute aux tubes a 1'exception des blancs puis, «vortexe», incube 20 
minutes a 4 °C et centrifuge a 3 000 g pour 20 minutes a 4 °C. Le surnageant a ete 
decante et conserve. L'ensemble des tubes a ete compte durant 1 minute dans un 
compteur gamma. Ainsi, l'insuline marquee permet le dosage de l'insuline 
plasmatique par competition avec celle-ci, de sorte que plus il y a d'insuline marquee 
liee a l'anticorps dirige contre cette proteine, moins il y a d'insuline presente dans le 
plasma des rats. Tous les dosages ont ete faits en duplicatas. La concentration en 
insuline a ete determined a l'aide de la courbe standard (0 a 10 ng/mL). 
2.2.4 Dosage du VEGF A plasmatique 
Pour sa part, le VEGF A plasmatique a ete mesure par EL1SA utilisant le VEGF)64 
recombinant de souris comme standard (Quantine® Mouse VEGF, R&D Systems 
Inc., Minneapolis, MN). On se rappellera que le VEGF A possede plusieurs 
isoformes. Cependant, la trousse permet la quantification de deux de ses isoformes : le 
VEGF120 et le VEGFi64- Meme si la trousse est principalement concue pour des 
dosages chez la souris, elle est compatible avec le rat, etant donne l'homologie de 
98% entre les sequences des deux especes. Pour que le dosage soit acceptable, le sang 
doit avoir ete preleve dans des tubes traites a l'EDTA. Par consequent, les resultats de 
la premiere serie d'animaux n'ont pas ete pris en compte. Pour le dosage, 50 uL de la 
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solution tampon RD1N ont ete inseres dans chacun des puits de la plaque tapissee 
d'un anticorps polyclonal specifique au VEGF de souris. Par la suite, 50 uL de 
standard, controle ou d'echantillons furent ajoutes. Le contenu de la plaque a ete 
melange delicatement pendant une minute puis, incube durant deux heures a 
temperature de la piece. Ensuite, chacun des puits a ete aspire et lave avec la solution 
tampon, afin d'eliminer tout anticorps non lie. 100 uL d'un deuxieme anti-VEGF de 
souris, cette fois, couple a une peroxydase ont ete ajoutes a chacun des puits et 
incubes deux heures a TP. Encore une fois, les puits ont ete aspires et laves puis, 100 
uL de solution de substrats (peroxyde d'hydrogene et tetramethylbenzidine) 
incorpores. Le substrat en quantite non limitant permet 1'activation de l'enzyme 
peroxydase presente sur l'anticorps secondaire. La plaque a ete incubee 30 minutes a 
temperature de la piece, protegee de la lumiere. Un produit bleu est le resultat de la 
reaction enzymatique. Enfin, 100 uL d'une solution «stop» composee d'acide 
hydrochlorique dilue ont ete ajoutes, ce qui rend le produit de la reaction jaune. 
Ensuite, la plaque a ete lue a 450 nm et a 540 nm (valeur de correction). Le dosage du 
VEGF, par cette methode, implique que plus il y a de VEGF plasmatique plus il y 
aura de «sandwichs» d'anticorps formes. De ce fait, le produit jaunatre sera produit en 
plus grande quantite et l'intensite de cette coloration est proportionnelle a la 
concentration de VEGF A plasmatique. La concentration a ete obtenue par 
comparaison a une courbe standard de VEGF recombine de souris (0 a 500 pg/mL). 
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2.2.5 Dosages des nitrites et des nitrates plasmatiques 
Les taux de nitrites et nitrates plasmatiques ont ete doses par fluorescence (Nitrate / 
Nitrite fluorometric assay kit, Cayman Chemical). Le principe de cette methode est 
identique a celui des dosages par colorimetrie, a l'exception que le produit de la 
reaction enzymatique n'est pas colore, mais plutot fluorescent. Pour ces dosages, 200 
uL de plasma ont ete filtres (microtube avec filtre YM-30, Millipore) par 
centrifugation a 7000 RPM pendant 30 minutes, a 4 °C. Pour la quantification des 
nitrites et des nitrates, sur une plaque microtest, 50 uL des standards de nitrate (0 a 
3,85 uM) et 10 uL du plasma filtre pour les echantillons ont ete «aliquotes» et le 
volume a ete complete a 80 uL a l'aide de la solution tampon. 10 uL de la solution 
comprenant les cofacteurs de l'enzyme et de celle contenant l'enzyme nitrate 
reductase ont ete ajoutes aux puits et incubes deux heures a TP. Ensuite, 10 u,L de 
reactif DAN (2,3-diaminonaphthalene) ont ete incorpores a chacun des puits. Apres 
10 minutes, la reaction a ete arretee par l'ajout de 20 \iL de NaOH dans les puits. Les 
plaques furent lues dans un fluorimetre (excitation a 360 nm et emission a 460 nm). 
Pour leur part, les nitrites ont ete doses a partir de 40 uX de plasma filtre et le volume 
a ete complete a 100 uL, car l'enzyme et ses cofacteurs ne sont pas requis. Les autres 
etapes furent identiques. Pour obtenir le dosage des nitrates, il suffit de soustraire la 
quantite de nitrites a celle des nitrites-nitrates. 
2.3 Extravasation du Bleu d'Evans etprelevements des tissus 
La technique utilisee pour mesurer la permeabilite vasculaire dans les differents tissus 
adipeux a ete l'extravasation du Bleu d'Evans (BE). Cette technique est basee sur le 
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fait que le BE lie fortement la charge negative de l'albumine (67 kDa), ce qui permet 
de mesurer 1'extravasation des macromolecules (ROGERS, BOSCHETTO et al, 1989). 
Les rats ont ete prealablement peses puis, une'dose de 20 mg/kg de Bleu d'Evans a ete 
injectee dans la veine caudale chez les animaux non anesthesies, 10 minutes avant leur 
sacrifice. A ce moment, le mouvement liquidien de l'espace vasculaire vers l'espace 
interstitiel est maximal. Suite au sacrifice par decapitation a la guillotine, les animaux 
ont ete vides de leur sang. Puis, nous avons precede au prelevement des differents 
tissus. Lors de la premiere experience de ce projet, nous avons preleve trois tissus 
adipeux (TA SC, TA RP et TA epi), ainsi que l'aorte thoracique, le foie, les reins 
(cortex et medulla), le coeur, les poumons, le pancreas, la rate, le muscle strie vastus et 
la peau. Lors de la deuxieme experimentation, six tissus adipeux (TA SC, TA RP, TA 
epi, TA M, TA OM, et TA PR), l'aorte thoracique, la rate et le pancreas ont ete 
preleves. Par la suite, les deux tiers des organes furent deposes dans la formamide 
pendant 22 heures a la noirceur et l'autre tiers a ete utilise pour calculer le poids sec 
des organes apres avoir ete place 22 heures dans l'incubateur a 60 °C. Seuls les tissus 
adipeux n'ont pas de poids sec etant donne qu'a haute temperature, ils fondent. La 
formamide a permis d'extraire le Bleu d'Evans des differents tissus pour ensuite les 
doser par spectroscopie a 620 nm. Les resultats furent calcules par comparaison a une 
courbe standard de BE (0,5-25 u.g/mL). L'extravasation a ete exprimee en |ig de BE 
par g de tissu sec, a l'exception des tissus adipeux ou elle est exprimee en u.g de BE 
par g de tissu frais. Une partie de tous les tissus adipeux a ete fixee immediatement 
dans le glutaraldehyde pour la microscopie electronique et le reste a ete congele 
rapidement dans l'azote liquide et conserve a -80 °C pour les immunobuvardages de 
type Western et les qRT-PCRs qui seront decris ci-apres. 
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2.4 Extraction d'ARN et qRT-PCR 
2.4.1 Extraction d'ARN et dosage 
Les ARNs totaux des tissus adipeux sous-cutane et retroperitoneal, de la premiere 
experience de BE, furent extraits a l'aide de la trousse RNeasy Lipid Tissue (Qiagen). 
Cette trousse est specifiquement concue pour 1'extraction des ARNs provenant de 
tissus hautement lipidiques, augmentant ainsi l'efficacite et la purete des extractions 
grace a l'usage de colonne de silice. Pour les extractions, des morceaux de 100 mg de 
tissus adipeux ont ete coupes rapidement et deposes dans 1 mL de solution de lyse 
QIAzol avant qu'il y ait decongelation. Le QIAzol est une solution de phenol 
monophasique et de guanidine thiocyanate servant a faciliter la lyse des tissus 
graisseux et inhiber les RNases. Les tissus ont ete homogeneises pendant environ 30 
secondes puis, laisses a 21 °C pendant 5 minutes. Ensuite, 200 uL de chloroforme ont 
ete ajoutes aux tubes puis, bien agites et ensuite laisser reposes trois minutes de plus a 
temperature piece avant d'etre centrifuges pendant 15 minutes a 12 000 g a 4 °C. La 
phase aqueuse, comprenant l'ARN, a ete conservee et 700 uL d'ethanol 70% y ont ete 
ajoutes. Le tout a ensuite ete transfere sur une colonne RNeasy Mini Spin et 
centrifuge 15 secondes a 12 000 g. Ensuite, 700 uL de tampon RW1 ont ete ajoutes a 
la colonne, afin de laver et d'eliminer certains contaminants. Les colonnes ont ete 
centrifugees pour une autre periode de 15 secondes puis, lavees deux fois a l'aide de 
500 uL de tampon RPE. La membrane gel de silice des colonnes fut ensuite sechee 
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par centrifugation pendant 2 minutes. Pour eluer les ARN, 30 uL d'eau RNase-free 
ont ete deposes sur la membrane et centrifuges pendant une minute. L'eluat fut remis 
sur la membrane et une seconde centrifugation a lieu. L'eluat contenant TARN de 
l'echantillon a ete traite a la DNase 1 (Ambion). L'echantillon a ete incube a 37 °C 
pendant une heure avec le tampon 10X de la DNase 1 et avec 1 uL de DNase I. 
Ensuite, l'enzyme a ete inactivee par l'ajout d'un reactif d'inactivation 10X en 
suspension, melange par inversion deux minutes puis, culotte par centrifugation a 
10 000 g pour une minute. L'ARN a ete dose par spectrometrie a 260 nm et sa purete 
a ete evaluee a l'aide du ratio d'absorbance 260 sur 280 nm et par migration sur gel 
d'agarose en condition denaturante. Les ARNs furent conserves a -80 °C dans une 
solution aqueusejusqu'a leur utilisation. 
2.4.2 Reaction de transcription inverse 
La transcription inverse (400U M-MLV reverse transcriptase, Promega) a ete faite a 
partir de 2 u.g d'ARN total dans un volume final de 25 uX, utilisant 0,5 (xg d'amorce 
oligo(dT)is (Promega), de tampon 5X de la M-MLV, de 0,4 mM dNTP (GE 
Healtcare) et 25 U RNasin 2500 (Promega). La reaction enzymatique a eu lieu a 42 °C 
pendant une heure, precedee et suivie de 10 minutes a 70 °C. Des controles negatifs, 
sans enzymes, ont ete faits pour tous les echantillons, afin de s'assurer que les ARN 
n'etaient pas contamines par de l'ADN genomique. Suite aux reactions de 
transcription inverse, les produits obtenus sont des ADN complementaires (ADNc) 
dont la qualite a ete verifiee par un PCR standard. Le PCR a ete fait a l'aide de 1 uL 
d'ADNc, du tampon de PCR, de 0,4 mM de dNTP, de 0,4 uM d'amorce d'ATlaR sens 
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et anti-sens (tableau 8) et de 0,2 unite d'ADN Taq polymerase. La reaction se 
deroulait comme suit: 3 min a 94 °C, suivi de 40 cycles de 30 sec a 94 °C, 30 sec a 
60,8 °C et de 30 sec a 72 °C et se termine par 5 min a 72 °C. Les resultats des PCR 
furent visualises sur gel d'agarose 2,5%. 
2.4.3 PCR quantitatif en temps reel 
Le PCR quantitatif en temps reel (qRT-PCR) a ete fait dans le iCycler iQ Detection 
System a l'aide du iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad Laboratories) dans un volume 
total de 25 ul. Le volume comprenait les amorces sens et anti-sens, les ADNc et le 
reactif SYBR Green (ADN polymerase iTaq, SYBR Green I, fluoresceine). Le SYBR 
Green a la capacite d'emettre de la fluorescence lorsqu'il lie les acides nucleiques 
double brins, ce qui permet une quantification des ADNc (figure 21). Les conditions 
de qRT-PCR et les amorces utilisees pour chacun des genes sont representees dans le 
tableau 7. ' 
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:25seca72°C 
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* fluorochrome non sUmule librc ^ ^ _ : ADN double bnncible 
FIGURE 2 1 : Condition de PCR quantitatif en temps reel et activation du 
fluorochrome, SYBR Green 
(adaptee de : POITRAS, 2002) 
Les amorces pour l'actine provenaient de Qiagen, tandis que les amorces de eNOS, de 
AT]aR et de VEGFi64 ont ete produites chez Invitrogen. Les amorces pour le gene de 
la eNOS et du VEGFi64 ont ete trouvees dans la litterature (FULTON, HARRIS et al, 
2004; MCLAREN, MARSDEN et al, 2007) et celles de AT]aR ont ete dessinees a l'aide 
du logiciel Beacon Designer 2.0. Toutes les paires d'amorces choisies ont ete 
disposees de part et d'autre d'un intron, afin de pouvoir distinguer Pamplification de 
l'ADNc provenant de l'ARNm de Pamplification provenant d'une contamination a 
l'ADN genomique. Seul l'ATiaR ne respectait pas cette regie, car c'est un gene avec 
un seul exon codant. Les genes d'interets (eNOS, ATiaR et VEGF164) ont ete reportes 
en fonction du gene de reference, la P-actine, qui a servi de controle interne. 
I 
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TABLEAU 7 : Amorces utilisees pour les qRT-PCRs et la taille des amplicons 
a o 
T3 
a 
o O 
100 
90 
70 
60 
60 
40 
30 
t f 1 
* = *
 ; * - • • -
70 X (T0,5°C / cycle) 
75 175 275 375 475 
Temps (sec) 
575 675 775 875 
Genes 
d'interet Sequences 
Concen-
trations 
Tail les des 
amplicons 
eNOS 5' AGC CCG GGA CTT CAT CAA TCA G 3' 5' GCC CCA AAC ACC AGC TCA CTC TC 3' 
0,3 uM 
chacune I44pb 
AT]aR 
5' CCC TAC CCT CTA CAG CAT CAT C 3' 
5' GGC GAG ATT GAG AAG AAA GAC G 3' 
0,3 uM 
chacune 121 pb 
VEGF164 
5' CAT AGG AGA GAT GAG CTT CCT GC 3' 
5' CTC TGA ACA AGG CTC ACA GTG ATT TTC 3' 
0,3 uM 
chacune 96 pb 
P-Actine R n A c t b l S G QuantiTect Primer Assay (QTOO193473) QIAGEN IX 145 pb 
(pb : paires de base) 
L'efficacite d'amplification de chacune des paires d'amorces des genes etudiees a ete 
comparee a celle de la P-actine afin d'avoir des conditions experimentales (temps et 
temperature d'hybridation) ou la difference d'efficacite entre les deux etait inferieure 
a 5%. Suite a chacun des qRT-PCRs, les produits d'amplification sont migres sur gel 
d'agarose 2,5%. 
2.4.4 Analyses des resultats de qRT-PCR 
Les resultats des qRT-PCRs furent obtenus en Ct (cycle seuil : nombre de cycles pour 
que la fluorescence depasse les niveaux de base de fluorescence) (figure 22). Les Ct 
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pour le gene de reference devaient se situer entre 13 et 23, afin que l'analyse soit 
fiable. Pour ce qui est du gene d'interet, le Q devait etre inferieur a 36, car au-dela de 
ce cycle, les amplifications sont trop faibles et les resultats ne sont pas fiables. Tous 
les echantillons ont ete faits en triplicatas. 
14 16 18 20 22 24 
Cycle 
30 32 34 36 38 40 
FIGURE 22 : Exemple de graphique obtenu suite a un PCR quantitatif en temps reel 
Sur l'axe des ordonnees apparait la quantite de fluorescence emise par le SyberGreen 
stimule. Tandis que le nombre de cycles effectues se retrouve sur l'axe des abscisses. 
La valeur de fluorescence seuile (Ct) est le cycle auquel la fluorescence depasse les 
niveaux de base et ou les courbes de fluorescence sont lineaires. Le premier groupe de 
courbes correspond a l'amplification du gene de reference, alors que le deuxieme 
correspond au gene etudie, dans le cas present le VEGF164. 
Les donnees ont ete analysees selon la methode du 2"AACt (LIVAK et SCHMITTGEN, 
2001). Chaque cycle d'amplification est equivalent a doubler la quantite d'ADNc 
presents dans le tube, de la le «2» dans la formule. Le premier «A» est la difference de 
Ct entre le gene etudie et le gene de reference, tandis que le second represente la 
difference entre la m o y e n n e d e s Aetudie-reference 
des obeses et des controles. Par la suite, 
la variation d'expression des obeses fut calculee et exprimee en pourcentage. Les 
statistiques (erreur-type et/? de significativite) furent faites sur les A Ct^ tudie-reference-
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2.5 Extraction de proteines et immunobuvardage de type Western 
Les differents tissus adipeux extraits lors de la premiere experience de BE ont ete 
coupes en morceau de 500 mg et deposes dans un tampon d'homogeneisation. Le 
tampon etait compose de 25 mM de Tris-HCl, de 1 mM de EDTA, de 0,01% (p/v) de 
PMSF (inhibiteur de serine protease, Sigma) et de 5 uL/mL d'un cocktail 
d'inhibiteurs de proteases (Sigma). Les tissus furent homogeneises puis, centrifuges 
10 minutes a 2400 RPM. Seul le surnageant a ete conserve. 11 a ete «aliquote» en 
petits volumes et conserve a -80 °C, jusqu'a utilisation. La concentration proteique de 
chacun des echantillons a ete mesuree par la methode de BCA (acide bicinchoninique) 
de Pierce. Pour la realisation des divers immunobuvardages, 1'equivalent de -20 ug de 
proteines totales a ete utilise. Les echantillons ont ete migres par electrophorese sur 
gel en conditions denaturantes (SDS-PAGE). La concentration en acrylamide, le 
temps et le voltage de la migration variaient selon la taille de la proteine etudiee 
(Tableau 8). 
Suite a la migration, les proteines ont ete transferees sur une membrane de PVDF 
pendant 17 heures, a 10 volts et a 4 °C. Par la suite, les membranes furent bloquees 
dans une solution contenant 5% de lait pendant une heure a TP, afin de limiter la 
liaison non-specifique des anticorps a la membrane. Le blocage pour la proteine AT]R 
a ete fait dans une solution de 0,5% BSA. Ensuite, l'anticorps primaire a ete ajoute 
puis, trois lavages de 15 minutes avec du TBS-Tween 0,1% ont ete effectues. 
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TABLEAU 8 : Conditions des immunobuvardages selon la proteine etudiee 
Proteines d'interet 
(poids kDa) 
eNOS(140kDa) 
ATiR (40,45 et 60 
kDa) selon les niveaux 
de glycosylation du 
recepteur 
VEGF A (28,31 et 50 
kDa) selon les 
isoformes 
VEGF164b (22 kDa) 
Gels SDS-PAGE 
(% acrylamide, 
temps et voltage 
de migration) 
8%, 45 min, 
200V 
10%, 2 h, 100V 
15%, 2 h, 150V 
15%, 2 h, 150V 
Anticorps primaires 
(dilution ; incubation) 
BD 610296 
(1 : 500 ;2haTP) 
Abeam ab9391 
(1 :400 ; O/N a 4°C) 
Abeam ab 1316 
(1 : 1 0 0 0 ; l h a T P ) 
Abeam ab 14994 
(1 :1000,2haTP) 
Ensuite, l'anticorps secondaire couple a l'enzyme Horseradish Peroxydase (HRP) a 
ete ajoute pendant une heure a TP, suivi d'une seconde serie de trois lavages. Les 
membranes ont ensuite ete transferees dans une solution de revelation par 
chemiluminescence (SuperSignal West Pico, Pierce) pendant cinq minutes. L'enzyme 
HRP oxyde le Luminol et produit de la lumiere qui peut etre visualisee par 
autoradiographie. L'intensite des bandes a ete mesuree a l'aide du logiciel Image 
Quant 5.0. Les resultats des immunobuvardages de type Western ont ete exprimes en 
unites arbitraires de densitometrie par jag de proteines totales et par la suite, 
normalises par rapport au controle maigre, pour exprimer en pourcentage la difference 
entre les deux groupes experimentaux. 
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2.6 Microscopie electronique a transmission 
De petits morceaux des differents types de tissus adipeux preleves chez les rats ont ete 
fixes immediatement dans 2,5% de glutaraldehyde puis, ont ete laves deux fois cinq 
minutes dans une solution de cacodylate de sodium 0,1 M pH 7,4. Par la suite, ils 
furent incubes dans une solution d'acide osmique 0,5% et d'imidazole 0,1 M. Puis, ils 
ont ete laves a l'eau bidistillee deux fois avant d'etre deshydrates dans une suite de 
bains d'ethanol (50% a 100%). Les morceaux ont ensuite ete traites a l'oxyde de 
propylene pour trois fois cinq minutes, avant d'etre inclus dans une resine Epon pour 
trois fois une heure. La polymerisation a ete faite a 60 °C pendant 48 heures. Des 
coupes de 75 nm ont ete faites sur une grille en cuivre. Les coupes ont ete colorees a 
1'acetate de plomb et au citrate de plomb pendant dix minutes pour chacun des deux 
colorants. L'observation des coupes de tissus fut faite a l'aide d'un microscope 
electronique a transmission (Hitachi). Les adipocytes et les cellules endothelials des 
tissus adipeux sous-cutane, retroperitoneal et epididymique ont ete etudies. Environ 
vingt photos ont ete prises par tissu et ce, sur six rats differents a deux grilles par rats. 
2.7 Analysesstatistiques 
Tous les resultats seront presentes sous la forme de la moyenne plus ou moins 
l'erreur-type (moyenne ± SEM). La moyenne a ete faite pour chacun des groupes soit 
le groupe des controles maigres et le groupe des obeses. La difference entre les deux 
groupes fut evaluee a l'aide d'un test de t-Student non apparie. Le seuil de 
significativite utilise a ete une valeur dep inferieure a 0,05. 
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3 RESULTATS 
3.1 Caracteristiques des animaux et dosages plasmatiques 
Le tableau 9 presente les differences notees entre les deux groupes d'animaux etudies. 
A environ douze semaines, les rats Zucker obeses ont un poids moyen de 518 ± 7 g, 
tandis que les rats controles ont un poids moyen de 338 ± 4 g. 
La concentration du glucose plasmatique est legerement plus elevee chez les rats fa/fa 
(16,1 ± 0,8 mmol/L) comparativement aux rats controles (14,4 ± 0,6 mmol/L). Par 
contre, cette difference est non significative (p = 0,08). Pour ce qui est des 
triglycerides, le tableau 9 montre une concentration de 1,2 ± 0,9 mmol/L chez les rats 
controles et de 5,1 ± 0,3 mmol/L chez les rats obeses. Cela represente une difference 
significative (p < 0,0001) des taux de triglycerides mesures chez les rats obeses, etant 
plus de quatre fois plus eleves. De surcroit, la concentration d'insuline retrouvee chez 
les rats fa/fa (2242 ± 261 pmol/L) est pres de six fois plus elevee que chez les rats 
controles (375 ± 47pmol/L). 
Les taux plasmatiques de nitrites (NO2") et de nitrates (NO3") ont ete mesures dans les 
deux groupes d'animaux. Les nitrites et nitrates sont les produits finaux des reactions 
du NO (t/2 = 4 secondes) et sont done une bonne estimation de la production totale de 
NO. La concentration plasmatique de nitrites chez les rats controles est de 1,61 ± 0,09 
umol/L et celle des nitrates, de 11,0 ± 0,4 umol/L. Chez les rats obeses, on observe 
des concentrations de 1,34 ± 0,05 nmol/L pour les nitrites et de 10,1 ± 0,6 umol/L 
pour les nitrates (tableau 9). La somme des nitrites et des nitrates (NOx) chez les rats 
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controles est de 12,6 ± 0,4 umol/L et de 11,5 ± 0,6 umol/L chez les obeses et cette 
difference n'est pas significativement, malgre une diminution significative des nitrites 
chez les obeses par rapport aux maigres (p<0,05). Enfin, la concentration de VEGF A 
(isoformes 120 et 164) plasmatique a ete mesuree. Pour ce dosage, seulement 32 
animaux ont ete utilises, car la technique necessitait du sang traite a l'EDTA et non a 
l'heparine. Les resultats obtenus sont indiques dans le tableau 9. Bien qu'il y ait eu 
une diminution de la concentration du VEGF A chez les obeses (70 ± 5 pg/mL vs 78 ± 
3 pg/mL), cette difference est non significative. 
TABLEAU 9 : Caracteristiques des animaux et donnees metaboliques 
Poids (g) 
Glucose plasmatique (mmol/L) 
Triglycerides plasmatiques (mmol/L) 
Insuline plasmatique (pmol/L) 
Nitrites plasmatiques (|xmol/L) 
Nitrates plasmatiques (umol/L) 
VEGF A plasmatique (pg/mL) 
Maigres 
(Fa/?) 
n=29 
338 ± 4 
14,4 ±0,6 
1,2 ±0,9 
375 ± 47 
1,61 ±0,09 
11,0 ±0,4 
78 ± 3 
(n=17) 
Obeses 
(fa/fa) 
n=27 
518±7 
16,1 ±0,8 
5,1 ±0,3 
2242 ±261 
1,34 ±0,05 
10,1 ±0,6 
70 ± 5 
(n=15) 
Valeurs de/?* 
<0,0001 
0,08 
<0,0001 
<0,0001 
<0,05 
NS 
NS 
Moyenne ± erreur type (SEM), * Student's t-test non paire, NS : non significatif 
Les rats ont ete peses la journee du sacrifice. Les prelevements sanguins, via le sinus 
retroorbital, ont eu lieu de 4 a 6 jours avant le sacrifice. La concentration plasmatique 
du glucose et des triglycerides a ete evaluee au moyen d'un essai colorimetrique. 
L'insuline plasmatique, pour sa part, a ete mesuree par essai radio-immunologique 
(RIA), le VEGF A a ete etabli par un essai d'immunosorption lie a l'enzyme (EL1SA) 
et les taux de nitrites et nitrate ont ete calcules a partir d'un essai fluorometrique. Tous 
les essais sont decrits plus precisement dans la section MATERIEL ET METHODE. 
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3.2 Extravasation du Bleu d'Evans 
La mesure de la permeabilite vasculaire a ete realisee sur la deuxieme et la troisieme 
serie d'animaux a l'aide de la methode de 1'extravasation du Bleu d'Evans. 
3.2.1 Premiere serie d'experiences au Bleu d'Evans 
Lors de cette premiere serie, plusieurs organes differents ont ete preleves et les 
resultats sont presentes dans la figure 23. Cette figure nous permet d'apprecier la 
grande heterogeneite dans la permeabilite vasculaire entre les divers organes. L'aorte 
thoracique n'a mOntre aucun changement signiflcatif chez les rats Zucker fa/fa par 
rapport aux rats Zucker controles. Par contre, le coeur a montre une augmentation de 
31,1% de P extravasation chez les rats obeses comparativement aux rats controles 
(p<0,05). Toutefois, dans le muscle vastus, une diminution significative de la 
permeabilite de 37; 1% (p<0,05) a ete mesuree. Pour ce qui est du pancreas, une 
augmentation de 46,7% (p<0,01) a ete observee chez les rats obeses et dans la peau, 
cette augmentation est encore plus elevee, soit de 112,9% (p<0,01). Les mesures de 
permeabilite ont egalement ete faites dans le rein (cortex et medulla separement). Pour 
le cortex, une augmentation de 47,9% a ete observee, tandis que pour la medulla, ce 
pourcentage est beaucoup plus eleve (72,6%). De plus, la permeabilite dans le rein, 
chez les deux groupes d'animaux, controle et obese, est superieure a celle de tout 
autre organe et ceci est encore plus marque pour la medulla. Pour ce qui est du foie, 
du poumon et de la rate, aucune difference significative n'a ete notee entre les deux 
groupes d'animaux. 
68 
• Mages n=17 
a Ct£ses n=13 
72,6%*1 
47,9%** 
Aorte ab. Aorte th. Cceur Foie U luscle Pancreas Peau Poumon Rate Rein astus Cortex ^ ulla 
FIGURE 23 : Extravasation du Bleu d'Evans dans les organes preleves lors de la 
premiere experience 
Le prelevement des divers organes s'est fait suite au sacrifice de 1'animal qui a lieu 
dix minutes apres 1'injection du Bleu d'Evans via la veine caudale a une dose de 20 
mg/kg. Les resultats sont exprimes en ug de BE par gramme de poids sec et la 
difference est exprimee en pourcentage par rapport aux rats controles pour chacun des 
tissus montrant une difference significative entre les deux groupes. L'experience est 
decrite plus precisement dans la section MATERIEL ET METHODE. 
Moyenne ± erreur type (SEM) La significativite fut calculee par le test de t-Student 
non paire ; */>>0,05, **p>0,01 
Dans cette premiere serie d'experiences, trois differents types de tissus adipeux ont 
ete preleves; le TA SC, le TA RP comprenant le perirenal et le TA epi (figure 24). 
Pour chacun de ces tissus, les resultats de BE proviennent d'un morceau de TA 
d'environ 500 mg par animal. Pour ces trois tissus adipeux, aucun changement 
significatif n'a ete observe. Comme il existait une tres grande heterogeneite dans les 
valeurs de BE obtenues selon 1'emplacement ou on prelevait les morceaux de TA dans 
un meme sous-type, une seconde serie d'experiences au BE a ete faite. 
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FIGURE 24 : Extravasation du Bleu d"Evans dans trois differents types de tissu 
adipeux 
Les resultats sont exprimes en ug de BE par gramme de tissu. L'experience est decrite 
plus precisement dans la section MATERIEL ET METHODE. 
Moyenne ± erreur type (SEM) La significativite tut calculee par le test de t-Student 
non paire ; aucun des tissus n'a de variation significative (p>0,05) 
3.2.2 Deuxieme serie d'experiences au Bleu d'Evans 
Cette deuxieme serie a surtout ete realisee pour erudier un plus vaste echantillon de 
sous-types de tissus adipeux. De facon parallele, d'autres organes ont aussi ete 
preleves pour valider les resultats de la premiere serie. L'aorte thoracique a ete 
prelevee a nouveau afin d'augmenter la precision des observations preliminaires. 
Etant donne qu'elle possede un tres petit poids sec, nous avons utilise, pour cette 
experience, une balance d'une plus grande precision et le resultat obtenu d6montre 
qu'il n'y a aucune difference significative pour cet organe (figure 25). Les deux autres 
tissus preleves, le pancreas et la rate, ont servi de controles afin de voir si les resultats 
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etaient reproductibles d'une experience a l'autre. Une augmentation significative de 
68,8% (p<0,01) de 1'extravasation du BE a ete observee dans le pancreas, tandis 
qu'aucun changement significatif n'a ete demontre dans la rate. Ceci confirme les 
resultats obtenus lors de la premiere serie d'experiences. 
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FIGURE 25 : Extravasation du Bleu d"Evans dans les organes preleves lors de la 
deuxieme experience 
Le prelevement des divers organes (3) s'est fait suite au sacrifice de l'animal qui a 
lieu dix minutes apres l'injection du Bleu d'Evans via la veine caudale a une dose de 
20 mg/kg. Les resultats sont exprimes en ug de BE par gramme de poids sec et le 
pourcentage de variation est calcule pour chacun des tissus dont la variation est 
significative. L'experience est decrite plus precisement dans la section MATERIEL 
ETMETHODE. 
Moyenne ± erreur type (SEM) La significativite fut calculee par le test de t-Student 
non paire ; * * p>0,01 
Dans cette experience, six tissus adipeux ont ete preleves et cette fois, jusqu 'a quatre 
morceaux de 500 mg par type de tissu adipeux par animal ont ete preleves, lorsque 
cela etait possible. La figure 26 montre les resultats de BE obtenus pour chacun des 
six tissus preleves. Une diminution significative de la permeabilite vasculaire des 
71 
deux tissus adipeux visceraux (epiploi'que et mesenterique) chez les rats Zucker 
obeses a ete observee. Pour le tissu adipeux epiploi'que, la difference se chiffre a 
40,9%, tandis que pour le TA mesenterique, elle est de 48,6% (p<0,01). Le tissu 
adipeux sous-cutane montre egalement une diminution significative de 27,6% 
(p<0,05). Par contre, les trois autres TA (TA epi, TA RP et TA PR) ne montrent 
aucun changement significatif au niveau de leur permeabilite au BE. Toutefois, pour 
le TA RP, il y a une tendance a la hausse qui est presente (p>0,06). Les TA visceraux 
ont une permeabilite superieure a celle de tous les autres TA et ce, chez les deux 
groupes d'animaux etudies, mais de facon plus remarquable chez les rats controles. Le 
tableau 10 montre la dispersion observee pour les resultats de BE obtenus pour un 
tissu donne chez un seul animal. Plus le coefficient de variation est eleve, plus les 
valeurs d'un meme animal sont variables. Pour le calcul du coefficient de variation, la 
mesure de BE devait avoir ete faite sur plus d'un morceau de TA pour un meme 
animal. 
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TABLEAU 10 : Valeurs des coefficients de variation (CV) pour chacun des resultats 
de BE obtenus dans les six types de tissus adipeux preleves lors de la deuxieme 
experience 
Epididymique 
Retroperitoneal 
Perirenal 
EpiploTque 
Mesenterique 
Sous-cutane 
Maigres (Fa/?) 
CV 
(%) 
22,80 
27,11 
-
-
20,65 
24,05 
SEM 
(%) 
4,60 
3,50 
-
-
11,15 
4,45 
n 
14 
6 
4 
15 
Obeses (fa/fa) 
CV 
(%) 
32,99 
14,98 
17,16 
15,94 
17,69 
22,68 
SEM 
(%) 
4,41 
2,62 
4,09 
3,16 
3,34 
3,11 
n 
14 
14 
12 
14 
14 
14 
Le tableau presente la moyenne des coefficients de variation a l'interieur des 
differents tissus adipeux d'un meme animal. Le coefficient de variation a ete calcule 
en divisant l'ecart-type pour chaque animal par la moyenne de 1'extravasation du BE 
pour chacun des morceaux preleves chez ce meme animal. La valeur est reportee en 
pourcentage. Le n represente le nombre d'animaux utilises pour le calcul de la 
moyenne de ces coefficients de variation et le SEM est l'erreur-type sur cette 
moyenne. 
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FIGURE 26 : Extravasation du Bleu d'Evans dans les six differents types de tissus 
adipeux 
Le prelevement des six tissus adipeux s'est fait suite au sacrifice de l'animal qui eu 
lieu dix minutes apres rinjection du Bleu d'Evans via la veine caudale a une dose de 
20 mg/kg. Les resultats sont exprimes en ng de BE par gramme de tissu et le 
pourcentage de variation est calcule pour chacun des tissus dont la variation est 
significative. L'experience est decrite plus precisement dans la section MATERIEL 
ET METHODE. 
Moyenne ± erreur type (SEM) La significativite fut calculee par le test de t-Student 
non paire ; *p>0,05, **p>0,0l 
3.3 PCR quantitatif en temps reel 
Le qRT-PCR est la methode qui a ete utilisee pour quantifier l'ARNm des genes de la 
eNOS, l'ATlaR et le VEGFl64. 
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3.3.1 Extraction de TARN et dosage 
FIGURE 27 : Migration du produit de I'extraction d'ARN de tissu adipeux sous-
cutanes sur gel d'agarose 
L'ARN extrait des tissus adipeux flit dose par spectrometrie a 260 nm. 1 ug d'ARN 
flit migre sur gel d'agarose 1% denaturant colore au bromure d'ethidium et visualise 
par fluorescence sous ultraviolet pour verifier la qualite de TARN. Les bandes 28S et 
18S de l'ARN ribosomal sont majoritaires et d'intensite semblable entre les 
echantillons. L'extraction d'ARN est decrite plus en details dans la section 
MATERIEL ET METHODE. 
Description des puits : 1 et 2 —• Extraction d'ARN de deux rats controles maigres 3 et 
4 —»• Extraction d'ARN de deux rats obeses. 
Suite a l'extraction de l'ARN total et du dosage par spectrometrie, les ARN furent 
migres sur gel d'agarose. La figure 27 montre un gel typique suite a l'extraction du 
tissu adipeux sous-cutane pour deux rats controles et deux rats obeses. Le gel permet 
de montrer que les preparations d'ARN etaient adequates et non degradees. II permet 
egalement de verifier la qualite de l'ARN, car en presence d'une trainee, cela 
signifierait qu'il y a eu degradation. 
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3.3.2 Resultats de la reaction de transcription inverse 
Une fois la qualite de l'ARN verifiee, les echantillons ont subi une reaction de 
transcription inverse (RT) qui transforme les ARN en ADNc. Afin de verifier si la 
reaction de RT avait bel et bien fonctionne et si les echantillons d'ARN n'etaient pas 
contamines par de l'ADN genomique, un PCR standard avec AT]aR a ete realise. 
L'amplification, a l'aide des amorces specifiques a ATlaR, montre une bande a 121 pb 
qui est presente autant chez les obeses que chez les controles. Cette bande n'est pas 
amplifiee chez les controles negatifs, ce qui demontre l'absence de contamination par 
l'ADN genomique. 
3.3.3 Mise aii point et resultats des PCR quantitatifs en temps reel 
L'etape suivante est la mise au point des qRT-PCR. Pour que les valeurs obtenues a 
l'aide de cette methode soient valables, l'efficacite du PCR pour le gene servant de 
controle interne doit etre a plus ou moins 5 % de difference avec l'efficacite du PCR 
des differents genes etudies. Le tableau 11 montre les pourcentages d'efficacite de 
PCR pour chacune des paires d'amorces, ainsi que la difference d'efficacite entre les 
genes etudies et le gene de reference, c'est-a-dire la (3-actine. 
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TABLEAU 11 : Valeurs des variations d'efficacite du PCR pour chacune des paires 
d'amorces par rapport au gene de reference (P-actine) 
eNOS 
ATlaR 
VEGF164 
% 
r 
% 
r 
% 
r 
Actine 
90,3 
0,991 
83,6 
0,992 
77,7 
0,990 
Gene d'interet 
90,0 
0,998 
79,8 
0,994 
74,8 
0,990 
delta 
-0,3 
-3,8 
-2,9 
Le tableau presente les1 valeurs d'efficacite de chacune des paires d'amorces. Afin 
qu'il soit possible d'utiliser la P-actine comme controle interne, il fallait s'assurer que 
l'efficacite du PCR avec ces amorces etait semblable a celle des amorces pour chacun 
des genes de reference. L'efficacite a ete calculee a partir d'un qRT-PCR effectue 
avec une dilution serielle d'ADNc. Chaque point de la dilution relie donne une droite 
permettant au logiciel du systeme de detection du iCycler iQ de calculer l'efficacite de 
l'amplification, ainsi que le coefficient de correlation (r). La reaction de PCR 
quantitatif est decrite plus precisement dans la section MATERIEL ET METHODE. 
La figure 28 est un exemple des graphiques obtenus suite a la realisation des qRT-
PCR a l'aide du systeme de detection du iCycler iQ et du iQ SYBR Green Supermix 
(Bio-Rad Laboratories). En a), ce sont les courbes d'emissions de fluorescences 
obtenues lors d'un qRT-PCR avec les amorces specifiques a eNOS, AT]aR et P-actine 
et en b), c'est pour un qRT-PCR VEGF]64 et p-actine. Pour ces deux graphiques, la 
premiere vague de courbes correspond a l'amplification du gene de la p-actine dans 
les deux groupes d'animaux. La deuxieme vague correspond aux genes d'interet. Les 
graphiques c) et d) correspondent aux courbes de denaturation des differents 
amplicons. La presence d'un seul pic par paire d'amorces est le signe d'amplification 
d'un seul amplicon et done de la specificite des amorces. 
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FIGURE 28 : Resultats des qRT-PCR eNOS, ATIaR et VEGFm avec le controle de p-
actine : Courbes d'amplification et courbes de denaturation 
Le qRT-PCR fut fait a l'aide du systeme de detection du iCycler iQ et du iQ SYBR 
Green Supermix (Bio-Rad Laboratories). Chacune des experiences fut faite en 
triplicatas pour chacun des genes de chaque rat. Le graphique a) presente la 
fluorescence emise a chaque cycle durant l'amplification pour chacune des paires 
d'amorces et pour chacun des echantillons presents. La ligne horizontale montre ou 
ont ete prises les valeurs de Ct. Le premier groupe de courbes (Ct entre 14 et 16) 
correspond a 1'amplification du gene de la p-actine. La deuxieme zone (Ct entre 23 et 
25) correspond au gene de l'ATiaR, tandis que pour la eNOS, les Ct se retrouvent 
entre 26 et 28. Le graphique b) presente la fluorescence emise a chaque cycle durant 
1'amplification pour la P-actine et le VEGFi64, pour chacun des echantillons presents. 
Encore une fois, la premiere zone (Ct entre 13 et 17) correspond a 1'amplification du 
gene de la P-actine. Le deuxieme groupe (Ct entre 21 et 25) correspond au gene du 
VEGF]64. Le graphique en c) represente les resultats de la denaturation des amplicons. 
Un seul amplicon est present par paire d'amorces (P-actine ; ~88°C, ATiaR ; ~83°C et 
eNOS ; ~88,5°C). Le graphique en d) represente les resultats de la denaturation des 
amplicons. Un seul amplicon est present par paire d'amorces (P-actine ; ~88°C et 
VEGFi64 ; ~82°C). La reaction de PCR quantitatif est decrite plus precisement dans la 
section MATERIEL ET METHODE. 
Suite aux qRT-PCR, les echantillons furent migres sur gel d'agarose, afln de 
confirmer qu'un seul amplicon a ete amplifie et que celui-ci avait la taille attendue. 
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FIGURE 29 : Migration sur gel d'agarose du produit de la reaction de PCR 
quantitatif en temps reel avec les amorces specifiques a P-actine, a eNOS, a ATiaR et 
a VEGFi64 apartir de tissus adipeux retroperitoneaux 
Les produits de la qRT-PCR avec les amorces specifiques aux genes d'interet (eNOS, 
ATiaR et VEGF164) et avec le gene servant de controle interne, la P-actine, furent 
migres sur gel d'agarose 2,5% colore au bromure d'ethidium et visualises par 
fluorescence sous ultraviolet. L'amplicon de la (3-actine possede 145 pb, celui de la 
eNOS 144pb, de l'ATiaR 121 pb et celui du VEGFi64 seulement 96 pb. Le qRT-PCR 
est decrit plus en details dans la section MATERIEL ET METHODE. 
Description des puits : a) 1 —> Marqueur d'ADN de bas poids moleculaire (BioLabs) 
2 - • Controle negatif (C-) de RT (p-actine) 3 -»• C- de RT (eNOS) 4 -> C- de RT 
(AT^R) 5 —> C- rat maigre (P-actine) 6 —*• C- rat maigre (eNOS) 7 —• C- rat maigre 
(ATiaR) 8 —* Rat maigre (P-actine) 9 —• Rat maigre (eNOS) 10 —• Rat maigre 
(ATiaR) 11 -»• Rat obese (P-actine) 9 -> Rat obese (eNOS) 10 -> Rat obese (AT]aR). 
b) 1 —* Marqueur d'ADN de bas poids moleculaire (BioLabs) 2 —> Rat maigre (P-
actine) 3 —> Rat maigre (VEGF164) 4 —> Rat obese (P-actine) 5 —> Rat obese 
(VEGFi64). 
La figure 29 est le resultat de l'un de ces gels. Le gel presente en a) demontre 
l'absence d'amplification pour les blancs (puits 2 a 4) (absence de contamination des 
reactifs) ainsi que pour les controles negatifs (puits 5 a 7) (absence de contamination 
des ARNs) pour les trois genes (P-actine, eNOS et ATiaR). Les puits 8 et 11 montrent 
une bande de 145 pb correspondant a 1'amplification de la p-actine, chez un rat 
controle et chez un rat obese respectivement. La bande de 144 pb des puits 9 et 12 
sont le resultat du qRT-PCR pour le gene de la eNOS, tandis que la bande a 121 pb 
79 
des puits 10 et 13 est pour le gene de l'ATiaR. Le gel presente en b) correspond a 
1'amplification du gene de la p-actine (145 pb) dans les puits 2 et 4 et au gene du 
VEGF164 (96 pb) dans les puits 3 et 5. 
eNOS AT, R VEGF 164 eNOS ATlaR VEGF 164 
TASC TARP 
FIGURE 30 : PCRs quantitatifs en temps reel des genes eNOS, ATjJl et VEGFiw 
dans les tissus adipeux sous-cutanes (TA SC) et retroperitoneaux (TA RP) analyses 
avec la methode du 2"Ad t 
Les genes d'interet (eNOS, AT]aR et VEGF]64) sont reportes sur l'expression du gene 
de la p-actine, servant de gene de reference. Par la suite, les resultats obtenus furent 
analyses selon la methode de 2"AACt. Le TA RP comprend egalement le tissu adipeux 
perirenal. L'analyse des qRT-PCR est decrite plus longuement dans la section 
MATERIEL ET METHODE. 
L'histogramme represente les valeurs de 2~AACt. Par contre, les statistiques ont ete 
faites sur les valeurs de ACt(gene etudie - actine)- La significativite fut calculee par le test de 
t-Student non paire ; *p>0,05, **p>0,01 
La figure 30 montre les histogrammes de la compilation des resultats de qRT-PCR 
pour les trois genes d'interet dans le tissu adipeux sous-cutane et dans le tissu adipeux 
retroperitoneal. Les resultats ont ete analyses avec la methode du 2"AACt decrite a la 
section 2.4.4. Tout d'abord, pour le TA SC, differents impacts sur les concentrations 
d'ARN de plusieurs genes ont ete observes. Dans le cas de la eNOS, la diminution est 
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de 1'ordre du 33% (p<0,05), pour l'ATiaR de 39% (p<0,05) et pour le VEGF]64, elle 
est superieure (56% (p<0,0\)). D'autre part, dans le TA RP, des diminutions ont 
egalement ete observees pour tous les genes. Par contre, la diminution de 42% pour le 
gene de la eNOS etait non significative. Pour ce qui est de l'AT]aR, une diminution de 
40% (p<0,01) fut egalement observee et pour le gene du VEGFi64 la diminution etait 
encore plus grande, soit de 74% (p<0,0l). 
3.4 Immunobuvardage de type Western 
Des experiences d'immunobuvardage de type Western ont ete effectuees pour 
quantifier l'expression proteique des differentes proteines d'interets. Les Western ont 
ete realises sur la proteine eNOS, sur le recepteur de l'angiotensine de type 1, ainsi 
que sur differentes isoformes du VEGF A et ce, sur trois differents sous-types de 
tissus adipeux (TA SC, TA RP et TA epi). Les figures 31 A, B et C compilent les 
resultats de tous les immunobuvardages effectues en les separant par tissu d'interet: 
SC, RP et epi. Pour le TA SC, on peut noter une augmentation de 34,8% (p<0,01) de 
l'expression de la eNOS chez les rats Zucker obeses comparativement aux controles. 
Pour toutes les autres proteines etudiees, une diminution de leur expression a ete 
observee. L'AT]R est diminue de 16,5% (p<0,01), tandis que le VEGF^b l'est de 
30,0% (p<0,01) chez les obeses comparativement aux maigres. Pour ce qui est des 
autres isoformes du VEGF A, une diminution de leurs expressions a egalement ete 
observee chez les rats obeses (VEGFm 13,7%, /><0,01 et VEGF120-164 13,6%, 
/?<0,05). Par contre, pour le tissu adipeux retroperitoneal, seule l'expression de la 
eNOS a change de facon significative. Une augmentation de 68,4% (p<0,01) de son 
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expression a en effet ete demontree. Dans le troisieme tissu adipeux etudie, seule 
1'expression de l'inhibiteur du VEGF, le VEGF^b, a montre une diminution chez le 
rat obese versus chez le rat controle (31,2%, p<0,05). Toutes les autres proteines 
etudiees ne presentent aucun changement significatif de leur expression quand les 
deux groupes d'animaux sont compares entre eux. 
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FIGURE 31 : Immunobuvardage de type Wertern (description page suivante) 
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FIGURE 31 : Immunobuvardage de type Western pour les proteines eNOS, ATjR, 
VEGFj64b et VEGF A (188, 164 et 120) pour les tissus adipeux sous-cutane (a), 
retroperitoneal (b) et epididymique (c). 
Le tissu adipeux retroperitoneal comprenait le tissu adipeux perirenal. L'equivalent 
d'environ 20 ug de proteines extraites des divers types de tissus adipeux a ete depose 
par puit pour etre separe sur gel SDS-PAGE. La revelation a eu lieu par 
chemiluminescence et les resultats ont ete exprimes en unites arbitraires de 
densitometrie. La bande pour le eNOS a un poids de 140 kDa, pour ATjR, une bande 
a 60 kDa a ete observee, le VEGF^b se retrouve a 22 kDa, le VEGFiss a 50 kDa, le 
VEGFi64 a 31 kDa et le VEGF120 a 28 kDa. L'immunobuvardage de type Western est 
decrit plus en details dans la section MATERIEL ET METHODE. 
Moyenne ± erreur type (SEM) La significativite fut calculee par test de t-Student non 
paire ; */?>0,05, **/?>0,01 
3.5 Microscopie electronique a transmission 
La morphologie des cellules endotheliales, ainsi que celles des adipocytes dans trois 
differents tissus adipeux a ete etudiee par microscopie electronique. Cette etude a 
consiste en l'observation attentive des jonctions cellulaires et du nombre de vesicules 
de transport presentes sur les cellules endotheliales. Le nombre de vesicules dans la 
membrane des adipocytes a egalement ete examine. La figure 32 montre une cellule 
endotheliale typique, pour chacun des groupes de TA etudies. Au niveau du nombre 
de vesicules presentes sur les cellules endotheliales, aucune distinction marquante 
n'est ressortie entre les trois types de tissus adipeux etudies. Par contre, il semble y 
avoir un nombre legerement superieur de vesicules dans les cellules endotheliales du 
tissu adipeux sous-cutane, par rapport aux deux autres sous-types de tissus adipeux 
chez les rats maigres. 
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FIGURE 32 : Cellules endotheliales des divers tissus adipeux de rats Zucker Fa/? et 
fa/fa prises par microscopie electronique a transmission (description page suivante) 
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FIGURE 32 : Cellules endotheliales des divers tissus adipeux de rats Zucker Fa/? et 
fa/fa prises par microscopie electronique a transmission 
Suite au prelevement des trois tissus adipeux, un morceau de ceux-ci a ete depose 
dans la glutaraldehyde, puis fixe dans la resine. Les photos ont ete prises avec un 
grossissement de 25 000 - 30 000 X selon la photo. Les cellules endotheliales 
presentes en a, b et c proviennent de rats Zucker Fa/?, tandis que celles en d, e et font 
ete prises chez des rats fa/fa. Les images a et d ont ete prises dans le tissu adipeux 
sous-cutane (TA SC), celles en b et e proviennent du tissu adipeux retroperitoneal 
(TA RP) et celles en c et f du tissu adipeux epididymique (TA Epi). Les cercles 
rouges montrent des regions riches en caveoles. Les photos presentees sont 
representatives de plus de vingt cellules endotheliales prises sur 6 rats a raison de 
deux coupes par rat. La preparation des echantillons pour la microscopie electronique 
est decrite plus precisement dans la section MATERIEL ET METHODE. 
La figure 33 presente avec plus de details les jonctions cellulaires des cellules 
endotheliales dans le TA SC des rats obeses et maigres. En a), la jonction cellulaire 
exposee provient d'une cellule endothelial du tissu adipeux sous-cutane d'un rat 
controle, alors que celle presentee en b) vient du meme tissu adipeux, mais d'un rat 
obese. Les jonctions chez les deux groupes ne presentent pas de differences majeures. 
L'image de la figure 33 c) montre que les adipocytes possedent egalement des 
vesicules de transcytose pour permettre les echanges avec la circulation sanguine. 
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FIGURE 33 : Jonctions des cellules endotheliales et adipocytes du tissu adipeux sous-
cutane prises par microscopie electronique a transmission 
Les photos ont ete prises a des grossissements entre 80 000 - 120 000 X. La photo a) 
represente une jonction cellulaire d'une cellule endotheliale de rat Zucker controle, 
tandis que celle en b) provient d'un rat Zucker obese. La photo en c) represente les 
caveoles presentes autant sur la cellule endotheliale que sur l'adipocyte d'un rat 
Zucker maigre. Les photos presentees sont representatives de plus de vingt cellules 
endotheliales prises sur 6 rats a raison de deux coupes par rats. La preparation des 
echantillons pour la microscopie electronique est decrite plus precisement dans la 
section MATERIEL ET METHODE. 
L —»• lumiere du capillaire, fleches blanches —> caveoles sur la cellule endotheliale, 
fleches noires ^caveoles sur l'adipocyte. 
I 
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4 DISCUSSION 
La microcirculation et de fait l'endothelium, jouent des roles importants tant dans la 
physiologie normale que dans differentes conditions pathophysiologiques. 11 est bien 
documente que l'obesite mene a une dysfonction endothelial entrainant des 
complications cardiovasculaires importantes (STEINBERG, CHAKER et al, 1996; 
CABALLERO, 2003; POIRIER et DESPRES, 2003). Dans le modele de rat Zucker, il a aussi 
ete demontre qu'il y avait des changements au niveau de la permeabilite vasculaire 
dans le muscle strie. II a ete identifie dans notre laboratoire qu'il y avait par exemple, 
une augmentation de 52,8% de la permeabilite vasculaire dans le vastus lateralis du 
rat fa/fa par rapport au rat controle (ST-PIERRE, BOUFFARD et al, 2006). II n'est pas 
entierement clair si ces changements pourraient, par exemple, contrecarrer Pextreme 
insulinoresistance observee dans le muscle strie de ce modele animal, en permettant 
un meilleur acces des nutriments et de l'insuline a ce tissu cible. Jusqu'a maintenant, 
tres peu de donnees de ce type existent pour le tissu adipeux; ceci est surprenant 
considerant le role important qu'ont les adipocytes dans la physiopathologie et* le 
maintien de l'obesite chez l'humain. Mon travail de maitrise visait a explorer la 
vasopermeabilite et la regulation de plusieurs proteines avec des actions endotheliales 
dans le tissu adipeux du modele de rat Zucker. 
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4.1 Le rat Zucker obese et ses caracteristiques metaboliques 
La mutation au niveau l'hypothalamus du recepteur a la leptine dans le modele du rat 
Zucker fa/fa obese rend ces derniers hyperphagiques. Le controle de la prise 
alimentaire par la leptine est done inexistant, ce qui cause un exces de poids important 
chez les rats homozygotes fa/fa. La prise de poids marquee et les augmentations 
plasmatiques de Pinsuline et des triglycerides chez les rats obeses (tableau 9) sont 
coherents avec ce que Ton retrouve dans la litterature pour ce modele (ERINGA, 
STEHOUWER et al, 2007; ZUCKER et ZUCKER, 1961; JANIAK, POIRIER et al, 2007; 
NAMIKOSHI, TOMITA et al, 2007). Les mesures plasmatiques des nitrites / nitrates ont 
revele une faible diminution des nitrites (1,61 (imol/L a 1,34 umol/L;/?<0,05) chez les 
obeses et aucun changement au niveau des nitrates (tableau 9). Bien que logiquement 
on aurait pu s'attendre a mesurer moins de metabolites du NO, il est possible que les 
concentrations plasmatiques de ce marqueur ne refletent pas bien les phenomenes qui 
surviennent plus localement. Dans la litterature, une autre etude realisee sur les rats 
Zucker a, elle aussi, montre aucune difference significative pour les taux de NOx 
plasmatiques (RIAZI, MADALA-HALAGAPPA et al, 2007). Les taux plasmatiques de 
VEGF A ont egalement ete mesures dans les deux groupes d'animaux. Ce dosage n'a 
decele aucun changement significatif entre les animaux obeses et les controles 
(tableau 9). Ce resultat obtenu n'est cependant pas concordant avec les donnees de 
deux autres etudes sur les rats Zucker qui ont montre une augmentation des taux 
seriques du VEGF A (LAMARRE, RUGGJERI et al, 2007; MYDLO, GERSTEIN et al, 
2003). Les raisons derrieres ces differences ne sont actuellement pas claires mais, 
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pourraient etre liees au type de trousse utilise, a la specificite des anticorps ou aux 
conditions de prelevement. 
4.2 Extravasation du Bleu d'Evans 
La permeabilite microvasculaire dans le tissu adipeux a ete evaluee utilisant la 
methode d'extravasation du Bleu d'Evans. Cette methode s'appuie sur le principe de 
liaison entre cette molecule et l'albumine, ce qui permet de quantifier 1'extravasation 
des macromolecules. La mesure de la permeabilite vasculaire a ete effectuee sur deux 
series d'animaux. Le pancreas et la rate ont ete utilises pour verifier la reproductibilite 
des resultats entre les series (figure 23 et 25). 
En somme, les mesures de permeabilite chez le rat obese ont montre une diminution 
significative de 1'extravasation des macromolecules dans les tissus adipeux 
epiploi'que, mesenterique et sous-cutane. Ces conclusions viennent essentiellement de 
la deuxieme serie d'experiences dans laquelle nous avions pris un plus grand soin a 
separer les differents sous-types de tissus adipeux, et avions fait les mesures de Bleu 
d'Evans sur plusieurs «aliquots» d'un meme tissu. 
A notre avis, deux points importants sur ces resultats de permeabilite meritent d'etre 
discutes. En premier lieu, on retrouve l'heterogeneite observee pour les mesures de 
vasopermeabilite entre les differents sous-types de tissus adipeux. Les resultats 
obtenus avec le Bleu d'Evans montrent en effet une grande heterogeneite au niveau du 
controle de la permeabilite vasculaire des differents tissus adipeux. Les changements 
les plus importants furent observes dans les tissus visceraux (-40 a -50%) puis dans le 
tissu sous-cutane (-30%), tandis que dans le TA peritoneal, la permeabilite semblait 
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plutot augmentee chez les rats obeses. Par ailleurs, les deux autres tissus adipeux 
etudies ne semblaient pas varier d'un groupe a l'autre. Le controle de la permeabilite 
est possiblement en lien avec la fonction et Pimplication du tissu adipeux au niveau 
metabolique. Par exemple, il a ete demontre que les tissus adipeux intra-abdominaux 
possedent une vascularisation et une lipolyse plus grande que les tissus adipeux sous-
cutanes. Cela explique une vulnerability plus grande des tissus intra-abdominaux aux 
changements d'entreposage des lipides et pourrait egalement expliquer l'heterogeneite 
observee dans le controle de la permeabilite endotheliale. De plus, dans les tissus 
adipeux intra-abdominaux, on retrouve des tissus adipeux portaux (mesenterique et 
epiploi'que) et des tissus adipeux non-portaux (retroperitoneal, perirenal et 
epididymique). II existe une grande difference dans les resultats de permeabilite entre 
ces deux groupes de tissus. Les tissus adipeux portaux semblent subir un controle 
beaucoup plus rigoureux que les autres tissus. 
En deuxieme lieu, les tissus adipeux visceraux (epiploi'que et mesenterique) sont ceux 
qui subissent les diminutions les plus importantes de 1'extravasation du Bleu d'Evans. 
Ceci peut resulter d'une diminution de la permeabilite microvasculaire, mais 
egalement d'une reduction du debit sanguin ou alors d'une reduction du nombre de 
capillaires fonctionnels dans ce tissu. Le tissu adipeux epiploi'que, recouvrant le 
systeme digestif, presente une diminution de 40,9%; tandis que le tissu adipeux 
mesenterique, celui retrouve entre les anses de l'intestin, diminue de 48,6%. Parce 
qu'ils drainent directement dans la veine porte, ces deux sous-types de tissus adipeux 
sont theoriquement plus susceptibles de causer des perturbations metaboliques 
importantes (hypertriglyceridemie, insulinoresistance hepatique, activation de la 
cascade inflammatoire, etc.) (DESPRES, 2006). 
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Une diminution de la permeabilite endothelial dans le tissu adipeux pourrait avoir un 
impact positif sur Pobesite pour differentes raisons. En fait, une diminution de la 
permeabilite vasculaire signifie qu'il y a moins d'echanges realises au niveau des lits 
capillaires situes dans ces tissus. Done, une diminution des echanges de la circulation 
sanguine vers le tissu adipeux pourrait resulter en une diminution de l'entreposage des 
lipides dans ce tissu. Etant donne que les tissus adipeux n'ont pas tous la meme 
diminution de la permeabilite, cela pourrait mener a une relocalisation des graisses a 
l'interieur des divers types de tissus adipeux. Cette relocalisation pourrait, par 
exemple, mener a un entreposage lipidique dans des tissus adipeux qui sont 
metaboliquement moins actifs et qui ne drainent pas dans la veine porte. Le fait de 
restreindre l'entreposage des graisses dans les tissus adipeux visceraux, au profit 
d'autres depots adipeux, pourrait limiter la relache d'acides gras libres dans le 
systeme porte et ainsi, reduire Paccumulation de lipides au niveau du foie. Par 
ailleurs, une diminution de la permeabilite endothelial pourrait reduire les echanges 
de l'adipocyte vers la circulation sanguine pour les acides gras libres, mais egalement 
pour toutes les autres adipokines. Parmi les adipokines, certaines, telles que TNF-a, 
IL-6 et la resistine, lorsque liberees en exces, induisent une resistance a Pinsuline. 
Done, une diminution de la permeabilite dans les tissus adipeux pourrait diminuer leur 
secretion et aider a diminuer l'insulinoresistance. En somme, une diminution de la 
permeabilite microvasculaire dans les tissus adipeux intra-abdominaux pourrait 
reduire la capacite de ce tissu a realiser deux importants roles : l'entreposage des 
lipides et les fonctions endocriniennes. 
Les sections suivantes porteront sur des observations plus moleculaires faites dans les 
differents sous-types de tissu adipeux. Etant donne la quantite limitee de tissu, il ne 
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sera possible de faire un parallele avec les resultats du Bleu d'Evans que pour les 
tissus adipeux sous-cutane, retroperitoneal et epididymique. 
4.3 Tissu adipeux sous-cutane 
Dans l'etude de la permeabilite vasculaire du tissu adipeux sous-cutane, nous avons 
observe une diminution significative de 1'extravasation du Bleu d'Evans dans le rat 
Zucker obese (figure 26). La figure 34 integre tous les resultats obtenus sur 
l'expression en ARNm et en proteine de l'enzyme eNOS, du recepteur ATjR et du 
VEGF A dans le tissu adipeux sous-cutane des deux groupes d'animaux. 
ieo 
• Ntaiges 
LJ vAJKAJw 
eNOS AT,R VEGF164b VEGF A 
Proteine 
eNOS AT1aR VEGF164 
ARNm 
FIGURE 34; Histogramme demontrant les changements de la permeabilite 
vasculaire, d'expression d'ARN et proteique en pourcentage dans le tissu adipeux 
sous-cutane 
Compilation de tous les resultats obtenus pour le tissu adipeux sous-cutane exprimes 
en unites arbitraires normalisees a 100 pour les controles. Au niveau proteique, VEGF 
A comprend les isoformes 188, 164 et 120. La significativite rut calculee par le test de 
t-Student non-paire ; *p>0Si5, * *p>0,01. 
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Dans un premier temps, regardons les changements d'expression de la eNOS, enzyme 
a l'origine de la production du monoxyde d'azote, molecule ayant la capacite 
d'occasionner une vasodilatation et Pouverture des jonctions intercellulaires. Au 
niveau de l'ARNm, nous avons constate une diminution de 33% de son expression 
chez les rats fa/fa (figure 30 et 34). Neanmoins, les resultats d'immunobuvardage de 
type Western demontrent une augmentation significative de 35% de la proteine eNOS 
dans ce meme tissu (figure 31 et 34). Cette discordance entre l'expression en ARNm, 
precurseur de la proteine, et l'expression de la proteine eNOS elle-meme pourrait 
s'expliquer par des changements post-transcriptionels qui pourraient soit impliquer 
des modifications de traduction de ces ARNm dans 1'appareil ribosomal de 
l'adipocyte, soit des facteurs qui pourraient affecter la stabilite des ARNm en 
augmentant, par exemple, leur degradation dans le cytoplasme ou pendant leur transit 
a partir du noyau (CHEN, GHARIB et al, 2002; GREENBAUM, COLANGELO et al, 2003). 
Plusieurs etudes dans la litterature portent sur l'expression de la NOS dans le tissu 
adipeux. L'une d'elles rapporte des resultats dans le modele de rat Zucker et demontre 
une diminution a la fois de l'expression de la eNOS en ARNm et en masse 
immunoreactive (VALERIO, CARDILE et al, 2006). Pour les ARNm, ce groupe de 
recherche a utilise le meme controle interne et la meme technique d'analyse que nous. 
Pour ce qui est des Western, le meme anticorps a la meme dilution que celle que nous 
avons utilisee a ete employe. Cependant, le sous-type de tissu adipeux utilise pour 
leurs analyses n'etait pas specifie et il est possible que l'heterogeneite que nous avons 
observee entre les sous-types de tissu soit une variable confondante importante pour 
comparer nos resultats a ceux de cet autre groupe. De plus, des etudes portant sur 
l'humain ont demontre, pour leur part, une augmentation de l'expression proteique de 
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la eNOS, dans le tissu adipeux sous-cutane des sujets obeses (RYDEN, ELIZALDE et at, 
2001; GALVIN, BARAKAT et at, 2005). En somme, l'observation d'une augmentation 
de l'expression de la proteine eNOS devrait resulter en une augmentation de 
permeabilite vasculaire etant donne qu'une augmentation de l'enzyme est 
theoriquement associee a une augmentation de la production de monoxyde d'azote. 
Par contre, dans nos experiences au Bleu d'Evans, nous avons observe une diminution 
de vasopermeabilite : ceci laisse done suspecter que des mecanismes additionnels de 
controle doivent entrer en jeu. II est important de se rappeler que l'enzyme eNOS 
necessite plusieurs substrats et cofacteurs pour etre active et nous ne connaissons 
effectivement pas le statut de leurs expressions dans le modele animal etudie. 
Quant au recepteur de l'angiotensine II de type 1, son activation mene a une 
vasoconstriction qui a pour resultante la diminution de la permeabilite vasculaire. 
Dans le tissu adipeux sous-cutane, les concentrations en ARNm du recepteur AT]a 
etaient diminuees de pres de 40% chez les rats fa/fa comparativement a leurs controles 
maigres (figure 30 et 34). Pour ce qui est de l'expression proteique de ce recepteur, 
une diminution de 17% a ete calculee (figure 31 et 34). II est important de noter que 
l'anticorps utilise dans les immunobuvardages de type Western n'etait pas specifique 
a ATia, mais bien aux deux isoformes de ATi ayant une homologie de sequence de 
95%. En somme, une diminution de l'expression de ce recepteur pourrait engendrer 
une diminution de la vasoconstriction et mener a une augmentation de la permeabilite 
vasculaire, phenomene n'ayant pas ete observe dans nos experiences avec ce sous-
type de tissu adipeux. A nouveau, les concentrations du ligand, Ang II, et de ses 
precurseurs n'ont pas ete mesurees dans ces protocoles et il est possible que ces 
concentrations soient beaucoup plus importantes physiologiquement que l'expression 
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du recepteur ATi lui-meme. Egalement, depuis un certain temps, des etudes sur des 
modeles animaux, mais aussi chez l'humain, montrent qu'en situations 
physiopathologiques (neurologique, cardiologique, nephrologique, etc.), il pourrait y 
avoir une reexpression du recepteur AT2 qui pourrait contrebalancer les effets du 
recepteur AT] (CRANDALL, HERZLINGER et al, 1994; THOMAS et MENDELSOHN, 2003; 
WOLF, 2002). 
Enfin, nous avons egalement mesure la concentration en ARNm et en proteine de 
certaines isoformes du VEGF A qui sont connues pour modifier la permeabilite 
vasculaire via la liaison au recepteur VEGFR-2 (LAL, VARMA et al, 2001). Du point 
de vue de l'ARNm, les amorces utilisees etaient specifiques a l'isoforme majoritaire 
du VEGF A, l'isoforme 164. Les amorces pour ce gene ont ete disposees dans l'exon 
4 et la deuxieme sur la jonction entre l'exon 5 et 7 (figure 15). Etant donne que la 
deuxieme amorce etait sur cette jonction, 1'amplification de toutes les isoformes 
possedant l'exon 6 ou ne possedant pas l'exon 7 ne pouvait pas se produire, d'ou la 
specificite des amorces pour l'isoforme 164. Elles permettent, par contre, 
l'amplification du VEGF^b, un inhibiteur du VEGFR-2 dont on ne connait pas 
encore toute 1'importance (WOOLARD, WANG et al, 2004). Cela dit, dans le tissu 
adipeux sous-cutane, nous avons observe une diminution de plus de 55% de la 
concentration en ARNm du VEGF]64 chez le rat Zucker obese (figure 30 et 34). 
Parallelement, aux niveaux proteiques, nous avons mesure la concentration de 4 
isoformes. Le premier anticorps utilise a permis de quantifier les niveaux proteiques 
des isoformes 188 et du doublet 120 et 164, tandis que le second mesurait la 
concentration du VEGF^b. Les Western ont demontre une diminution des isoformes 
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120, 164 et 188 du VEGF A ainsi qu'une diminution de l'isoforme inhibitrice 164b 
(figure 31 et 34). En principe, une diminution de l'expression proteique des isoformes 
les plus importantes du VEGF A devrait s'accompagner d'une diminution de la 
permeabilite vasculaire et c'est ce que nous avons observe avec le Bleu d'Evans. II 
n'est pas exactement clair quel pourrait etre l'impact d'une diminution de 30% de la 
masse immunoreactive de l'isoforme 164b mais, comme son expression est reconnue 
comme minoritaire, il est improbable qu'elle joue un role dominant dans le tissu 
adipeux sous-cutane du rat Zucker obese. 11 a ete demontre precedemment qu'une 
augmentation de l'expression de la eNOS pouvait entrainer une augmentation de 
l'expression du VEGF A (ALDERTON, COOPER et al, 2001). Cependant, dans ce tissu, 
l'expression proteique de ces deux proteines etait modifiee dans des directions 
opposees, ce qui suggere que ces deux proteines sont probablement regulees par une 
pleiade d'autres elements. 
En somme, dans le tissu adipeux sous-cutane, nous avons observe une diminution du 
VEGF A, favorisant ainsi la diminution de la permeabilite vasculaire, telle 
qu'observee dans ce tissu (figure 35). Toutefois, une augmentation de l'expression de 
la eNOS et une diminution de l'expression du recepteur AT] favoriserait plutot une 
augmentation de celle-ci, a condition bien sur, que l'enzyme eNOS soit active. Les 
resultats obtenus suggerent done, que la regulation de la permeabilite vasculaire 
implique un nombre important de facteurs dans le tissu adipeux sous-cutane du rat 
Zucker obese. 
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FIGURE 35 : Recapitulation des resultats obtenus au niveau de I'expression 
proteique des facteurs etudies et en permeabilite vasculaire dans le tissu adipeux 
sous-cutane du rat Zucker fa/fa obese. 
4.4 Tissu adipeux retroperitoneal 
Le tissu adipeux retroperitoneal etait le second sous-type de depot que nous avons 
etudie et la figure 36 resume toutes les observations faites sur ce tissu adipeux. 
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FIGURE 36: Histogramme demontrant les changements de la permeabilite 
vasculaire, d'expression d'ARN et proteique en pourcentage dans le tissu adipeux 
retroperitoneal 
Compilation de tous les resultats obtenus pour le tissu adipeux retroperitoneal 
exprimes en unites arbitraires normalisees a 100 pour les controles. Pour les 
changements d'expression des niveaux d'ARN et de proteine, le tissu adipeux 
retroperitoneal comprenait aussi le tissu adipeux perirenal. Au niveau proteique, le 
VEGF A comprend les isoformes 188, 164 et 120. La significativite fut calculee par le 
test de t-Student non-paire ; *p>0,05, **/>>0,01. 
Parmi les proteines analysees, uniquement la eNOS montre un changement significatif 
de son expression (figures 32 et 37). L'enzyme montre une augmentation de son 
expression proteique de pres de 70%. Une augmentation dans 1'expression de la eNOS 
pourrait s'accompagner d'une augmentation de la production de monoxyde azote, 
etant un facteur vasoactif tres important. II permet de relaxer les cellules musculaires 
lisses des sphincters pre-capillaires, en plus de permettre l'ouverture des jonctions 
intercellulaires des cellules endotheliales (PREDESCU, PREDESCU et al, 2005). Ces 
deux actions pourraient mener a 1'augmentation de la permeabilite vasculaire, ce qui 
est la tendance observee avec la methode du Bleu d'Evans dans ce tissu adipeux. 
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Contrairement au tissu adipeux sous-cutane, le tissu adipeux retroperitoneal a une 
expression de eNOS et des changements de la permeabilite qui vont dans le meme 
sens. Ceci confirme la grande heterogeneite indiquee precedemment entre les 
differents tissus adipeux. 
Les resultats obtenus sur l'expression en ARNm de l'enzyme eNOS, suite aux PCR 
quantitatifs en temps reel, montrent une diminution mais, la difference entre les deux 
groupes n'etait pas significative. Le recepteur AT]a et le VEGF164 presentent des 
diminutions d'expression chez les rats Zucker obeses, toujours comparativement aux 
controles maigres (figures 30 et 36). Une diminution de l'expression du recepteur AT] 
pourrait avoir comme resultante une augmentation de la permeabilite vasculaire etant 
donne la diminution de l'effet vasoconstricteur de l'Ang II. Pour ce qui est du 
troisieme gene etudie, le VEGF]64 presente une diminution de pres de 75% de son 
expression en ARNm dans le tissu adipeux retroperitoneal des rats fa/fa par rapport 
aux rats controles. Une diminution de l'isoforme majoritaire du VEGF A pourrait 
plutot favoriser une diminution de la permeabilite vasculaire. En somme, seule 
l'augmentation de la masse immunoreactive de la eNOS et la diminution possible de 
l'expression du recepteur ATjR pourraient soutenir le fait que nous avons observe une 
augmentation de la vasopermeabilite dans ce sous-type de TA dans le modele de rat 
Zucker obese (figure 37). 
100 
Resistance a 
I'insutine tres — 
severe 
<-> VEGF A 
fflnsuline 
Caveoline-1 
Via AT,R Angll 
£D Permeabilite vasculaire dans le tissu adipeux sous-cutane 
FIGURE 37 : Recapitulation des resultats obtenus au niveau de I 'expression 
proteique des facteurs etudies et en permeabilite vasculaire dans le tissu adipeux 
retroperitoneal du rat Zucker fa/fa obese. 
4.5 Tissu adipeux epididymique 
Enfin, le dernier sous-type de tissu adipeux etudie etait le TA epi et, a nouveau, nous 
avons resume les resultats obtenus dans les groupes d'animaux maigres et obeses a la 
figure 38. Pour le TA epi, nous ne possedons que des donnees sur la permeabilite au 
Bleu d'Evans et l'expression proteique des differents facteurs approfondis. 
Precedemment, nous avons indique que dans le TA epi, il n'y avait aucune variation 
de la permeabilite vasculaire (figure 26). 
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FIGURE 38 : Histogramme demontrant les changements de la permeabilite 
vasculaire, d'expression d'ARN et proteique en pourcentage dans le tissu adipeux 
epididymique 
Compilation de tous les resultats obtenus pour le tissu adipeux epididymique exprimes 
en unites arbitraires normalisees a 100 pour les controles. Au niveau proteique, VEGF 
A comprend les isoformes 188, 164 et 120. La significativite fut calculee par le test de 
t-Student non-paire; */>>0,05. 
Les resultats obtenus par immunobuvardage montrent aussi tres peu de changement 
pour les proteines tissulaires mesurees, sauf pour le VEGF 164b qui montrait une 
diminution de 31% chez les rats obeses comparativement a leurs controles maigres 
(figures 31 et 37). Le VEGF^b possede la meme affinite que le VEGF]64 pour le 
recepteur VEGFR-2. Toutefois, il n'a pas la capacite d'activer ni de stimuler en aval 
la cascade de signalisation (WOOLARD, WANG et ah, 2004). De ce fait, si le VEGF164 
augmente la permeabilite endotheliale, une diminution de son inhibiteur pourrait avoir 
pour effet d'augmenter son action. Cependant, au niveau de la permeabilite au Bleu 
d'Evans, aucune difference n'a ete observee. II y a done d'autres facteurs qui 
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pourraient etre impliques mais il est aussi possible qu'une faible diminution de 
l'inhibiteur, par rapport a la quantite de VEGF A deja presente, n'ait qu'un tres faible 
impact physiologique global. Alternativement, il est possible que l'expression du 
recepteur VEGFR-2 dans le tissu adipeux epididymique soit diminuee afin de 
compenser la diminution des concentrations tissulaires de l'isoforme inhibitrice, 
VEGF164b (figure 39). 
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FIGURE 39 : Recapitulation des resultats obtenus au niveau de l'expression 
proteique des facteurs etudies et en permeabilite vasculaire dans le tissu adipeux 
epididymique du rat Zucker fa/fa obese. 
En resume, les resultats obtenus pour ce projet ont montre une grande heterogeneite 
dans la permeabilite vasculaire et dans l'expression proteique de la eNOS, de 1'ATiR, 
du VEGF A et de son inhibiteur, VEGF 164b, a travers les differents sous-types de TA 
(figure 40). Le controle de la permeabilite vasculaire peut etre compare a une balance. 
II doit y avoir un equilibre entre les facteurs favorisant l'augmentation et ceux incitant 
une diminution de la permeabilite microvasculaire. Les changements d'expression 
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proteique que nous avons observes, principalement dans le tissu adipeux sous-cutane, 
ne correlent pas necessairement avec les resultats mesures avec 1'extravasation du 
Bleu d'Evans. Ceci suggere qu'il y a certainement plusieurs autres facteurs impliques 
dans le fin controle de la microcirculation du tissu adipeux. Parmi ces facteurs, on 
pourrait retrouver la caveoline-1, une proteine majeure dans le controle de 1'activation 
de la eNOS. La caveoline-1, se retrouvant a la surface des caveoles, peut Her l'enzyme 
eNOS. Lorsque la eNOS est liee a la caveoline-1, elle est inactive (GOVERS et 
RABELINK, 2001). Suite a ces resultats, nous avons voulu etudier plus en details la 
morphologie des cellules endotheliales dans les differents tissus adipeux. 
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FIGURE 40 : Schematisation des resultats obtenus en permeabilite vasculaire et en 
expression proteique pour chacun des sous-types de tissu adipeux 
4.6 Microscopie electronique a transmission 
Les experiences preliminaires de microscopie electronique a transmission nous ont 
permis d'observer les caracteristiques des cellules endotheliales telles que les 
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jonctions cellulaires, les vesicules de transcytose (caveoles) et les lumieres dans les 
tissus adipeux sous-cutane, retroperitoneal et epididymique (figures 32 et 33). Nous 
avons egalement porte une attention particuliere aux espaces interstitiels presents 
entre les cellules endotheliales et les adipocytes; comme ceux-ci pourraient 
theoriquement temoigner de certains des changements observes dans la 
vasopermeabilite du tissu adipeux. L'interet d'examiner les jonctions intercellulaires 
et les caveoles dans les cellules endotheliales vient du fait qu'elles sont grandement 
impliquees dans les echanges entre la circulation sanguine et les cellules avoisinantes. 
Nos observations preliminaires ne nous ont malheureusement pas permis de voir de 
distinction majeure entre les rats Fa/? et les rats fa/fa en ce qui a trait aux diametres 
luminals, a 1'aspect des jonctions intercellulaires ou a l'abondance des vesicules de 
transcytose. Une etude, parue en 2001, montrait qu'il y avait presence de fenestrations 
dans les cellules endotheliales du tissu adipeux sous-cutane des souris sauvages, mais 
pas dans celles des souris ob/ob (CAO, BRAKENHIELM et al, 2001). Par une serie 
d'experiences additionnelles, ces chercheurs ont conclu que la leptine etait impliquee 
dans la formation de ces fenestrations capillaires. Sur tous les capillaires que nous 
avons observes, nous n'avons pas remarque de fenestrations et ce, dans les trois sous-
types de tissu adipeux etudies. Nous avons par contre fait des observations 
interessantes pour la morphologie des microvaisseaux entre les tissus des rats 
controles. En effet, il semble y avoir une presence plus grande de caveoles dans les 
cellules endotheliales du tissu adipeux sous-cutane que dans le tissu adipeux 
retroperitoneal ou epididymique. Cette observation correle bien avec la permeabilite 
endotheliale, qui montrait des valeurs plus elevees pour le tissu adipeux sous-cutane 
(figure 26). Etant donne que les caveoles permettent le transport transcellulaire de 
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1'albumine, une augmentation de leur nombre pourrait avoir comme effet d'augmenter 
la permeabilite au Bleu d'Evans. 
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CONCLUSIONS 
Tout bien considered, la permeabilite microvasculaire dans les tissus adipeux ne suit 
pas la meme tendance que celle decrite precedemment, dans le muscle strie du modele 
du rat Zucker obese. En effet, alors qu'une augmentation dans l'extravasation des 
macromolecules avait ete documented pour le muscle, nous avons essentiellement 
observe une diminution dans le tissu adipeux du rat Zucker. Les raisons expliquant 
ces differences ne sont pas tout a fait claires pour le moment mais pourraient 
impliquer des phenomenes tels que la diminution de secretion par le tissu adipeux de 
plusieurs facteurs vasodilatateurs, l'augmentation de facteurs vasoconstricteurs ou 
limitation de la capacite d'angiogenese du tissu adipeux ou la rarefaction capillaire du 
a la constriction des microvaisseaux par l'hypertrophie des adipocytes. Une deuxieme 
grande observation faite par ces travaux demontre qu'il existe une grande 
heterogeneite dans la permeabilite des divers tissus adipeux. Les tissus adipeux 
visceraux (mesenteriques et epiploYques), ainsi que le tissu adipeux sous-cutane voient 
une diminution de leur permeabilite, tandis que les tissus adipeux retroperitoneal ont 
une tendance a la hausse et les tissus adipeux epididymiques et perirenaux ne 
montrent aucun changement. Une diminution de la permeabilite vasculaire des tissus 
adipeux drainant dans des carrefours metaboliquement plus importants (veine porte, 
foie) pourrait etre vue comme un mecanisme de protection contre une accumulation 
encore plus nefaste de graisses intraviscerales. Une diminution de la permeabilite 
endothelial dans les tissus adipeux intra-abdominaux pourrait avoir comme 
consequence de limiter les echanges entre la circulation sanguine et les adipocytes et 
107 
restreindre leur fonction endocrinienne. De fait, les adipocytes pourraient mettre 
moins d'adipokines et d'acides gras libres en circulation, et ainsi proteger l'individu 
obese des effets metaboliques deleteres de ces substances sur les taux sanguins de 
lipoproteines et Pinsulinoresistance. Nos experiences ont aussi permis d'observer 
plusieurs changements significatifs dans l'expression proteique de la eNOS, de 
1'ATiR et du VEGF A et ceci, principalement dans le tissu adipeux sous-cutane. 
Plusieurs des changements observes pour ces importants protagonistes vasculaires ne 
vont pas toujours dans des directions expliquant ce que nous avons observes in vivo 
dans les experiences au Bleu d'Evans. Par consequent, il est clair que d'autres facteurs 
sont impliques dans le controle de la microcirculation du tissu adipeux et que ce 
controle est d'une extreme complexite. Enfin, les resultats preliminaires obtenus en 
microscopie electronique ne nous ont pas permis de visualiser de changements 
marquants au niveau de la morphologie des cellules endothelials, ce qui suggere que 
les changements de permeabilite sont la consequence de changements plutot 
fonctionnels, probablement en relation avec differents facteurs vasoactifs. 
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LIMITES EXPERIMENTALES ET PERSPECTIVES 
Les experiences que nous avons realisees possedent certaines limites experimentales. 
Le resultat des experiences avec le Bleu d'Evans sur les tissus adipeux furent 
exprimees en ug de BE par gramme de tissu adipeux frais. Cependant, dans un 
volume egal de tissu adipeux, il y a theoriquement beaucoup plus de cellules 
endotheliales dans les tissus adipeux des rats maigres que dans ceux des rats obeses. 
Par consequent, cette difference potentielle dans la densite capillaire (nombre de 
capillaires par unite de poids) entre les animaux maigres et les obeses pourrait avoir 
introduit une variable confondante importante dans nos mesures d'extravasation du 
Bleu d'Evans. Ceci pourrait aussi expliquer un certain manque de parallele observe 
entre les resultats du Bleu d'Evans et l'expression de proteines telles que eNOS, 
VEGF A et AT]R. Pour pallier a ce probleme, nous travaillerons dans le futur a plutot 
exprimer les resultats du BE en |xg de BE par unite arbitraire d'isolectine par exemple, 
qui est une proteine dont l'expression est stable et qui est exclusive aux cellules 
endotheliales. 
Pour ce qui est des resultats presentes pour la eNOS, nous avons mesure des 
changements au niveau de son expression en ARNm qui etaient parfois 
diametralement opposes aux changements de son expression proteique. II serait 
interessant de mesurer l'activite NOS tissulaire afin d'elucider jusqu'a quel point des 
changements post-traductionnels pourraient intervenir. 
Enfin, l'obtention de resultats quantitatifs en microscopie optique ou electronique 
pourrait permettre de mieux evaluer l'anatomie et la fonctionnalite des cellules 
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endotheliales. Par exemple, des experiences d'immunofluorescence avec des 
marqueurs specifiques, tels que l'isolectine (cellules endotheliales), la caveoline-1 
(caveoles) ou certains facteurs vasoactifs (eNOS, VEGFR-2) pourraient nous 
permettre de tirer des eclaircissements additionnels. 
En somme, nos resultats ont permis d'etablir qu'il y avait une grande heterogeneite 
entre les differents sous-types de tissus adipeux, au point de vue de leur permeabilite 
et de l'expression de plusieurs facteurs vasculaires. De plus, nos experiences ont 
suggere que le controle de la permeabilite vasculaire dans le tissu adipeux etait un 
phenomene tres complexe, impliquant d'innombrables mecanismes 
physiopathologiques. La comprehension de ces phenomenes dans le tissu adipeux 
pourrait etre a la base de traitements permettant de limiter l'expansion de ce tissu et 
restreindre les effets nefastes de l'obesite a long terme. 
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